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1. RESUMEN

La malaria es una fuerza selectiva importante para adaptaciones genéticas del ser humano
debido al letal impacto sostenido que ha tenido sobre poblaciones en todo el mundo. En
regiones de poblacion afrodescendiente y donde la malaria es endémica, se ha encontrado
altas frecuencias de polimorfismos que confieren resistencia a malaria, como es el caso del
heterocigoto para la hemoglobina S (HbS) y el homocigoto FYBES/FYBES del gen Duffy. El
objetivo general de este trabajo fue la caracterizacion molecular y evaluacion de seleccion
natural, individual y conjunta, sobre los genes HbS y Duffy en la poblacién urbana de
Buenaventura, zona de endemicidad malarica; abordada mediante tres objetivos especificos
o capitulos: 1) caracterizacion molecular de ambos genes, 2) evaluacion de seleccion natural
sobre estos y 3) reconstruccion ancestral y correlaciones alélicas en distintas poblaciones del
mundo. Para los capitulos 1 y 2 se analizaron 819 individuos en un muestreo aleatorio
estratificado en cada una de las 12 comunas de la ciudad de Buenaventura. El analisis
molecular se realizé por PCR-RFLP y el analisis de datos abordd estadistica descriptiva,
pruebas independencia, y regresion para el capitulo 1, asi como equilibrio Hardy-Weinberg,
desequilibrio de ligamiento, neutralidad, correlaciones y calculo de coeficientes de seleccion
y fitness, para el capitulo 2. Todo lo anterior usando los programas Arlequin 3.5.2.2, SPSS
20y R 3.4.1. Para el capitulo 3 se usaron frecuencias alélicas de 24 poblaciones humanas
reportadas para ambos genes, la reconstruccion de las frecuencias ancestrales se realizd
mediante maxima verosimilitud bajo el modelo browniano de evolucién, y el analisis de
correlacion se llevo a cabo mediante el uso de contrastes filogenéticamente independientes

(todo lo anterior mediante el software estadistico R). Para la ciudad de Buenaventura se



obtuvieron frecuencias alélicas de 3,1 y 72,2% para los alelos S y FYBES; 6,1% para el
genotipo AS y 55%, para FYBES/FYBES. Ademas, se encontré que el grupo de 13 a 27 afios
presentd la mayor proporcion de estos genotipos de resistencia comparado con las demés
edades. Las comunas 1 y 3 mostraron la mayor frecuencia de genotipos de proteccion,
mientras que las comunas 6, 7, 10 y 12 presentaron las frecuencias méas bajas. La poblacion
mostro equilibrio Hardy-Weinberg solamente para el gen HbS, neutralidad en ambos genes
y desequilibrio de ligamiento entre el locus de la mutacién HbS y la regidon promotora del
gen Duffy. Tambien se observé un aumento de fitness de la combinacién genotipica
AS*FYBES/FYBES principalmente en los adolescentes y adultos jovenes, y también una
fuerte correlacion posititiva entre estos alelos y genotipos de resistencia (Rho: 90%;
p=0,001), asi como un comportamiento similar de cambio de frecuencias de estos genotipos
en distintas edades de la poblacion. En el analisis de las 24 poblaciones del mundo se
encontrd una correspondencia en la reconstruccion de las frecuencias ancestrales para ambos
alelos, S y FYBES, y nuevamente una correlacion en las frecuencias alélicas (Rho 52%,
p=0.001). Esta correlacion repetitiva en los distintos analisis podria estar mostrando una
relacién epistatica ente estos dos alelos que puede estar influenciando la eficacia en los
individuos portadores, correlacién que no solo se evidencia en Buenaventura sino en distintas
poblaciones del mundo. Ademas, en este estudio se presenta evidencia de la accion de la
seleccion natural en las frecuencias alélicas de los genes HbS y Duffy en la ciudad de

Buenaventura, seleccion que depende de la estratificacion por rangos de edad de la poblacion.



2. INTRODUCCION

La malaria es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y ha sido sugerida
como el factor de seleccion més potente en los seres humanos. En los ultimos afios se ha
observado una creciente evidencia de diferencias étnicas en la susceptibilidad a la malaria y
de diversas adaptaciones genéticas a esta enfermedad que han surgido en diferentes
poblaciones (Kwiatkowski, 2005). La investigacion de las variantes genéticas o
polimorfismos que confieren algin grado de proteccion contra la muerte por infeccion
malarica, tienen la capacidad de aportar mas informacion acerca de las relaciones huésped-
parésito que podria originar un nuevo enfoque para la prevencion y el tratamiento de la

enfermedad (Williams, 2006).

La anemia falciforme es una enfermedad autosémica recesiva, causada por una mutacion en
el gen de la B- globina. Los individuos sanos heredan dos copias que codifican para la
hemoglobina A (HbA) mientras que los afectados por la enfermedad heredan dos copias
mutadas para la hemoglobina S (HbS) (Pauling & Itano, 1949). Generalmente los individuos
heterocigotos para la HbS (genotipo AS) no exhiben sintomas de la enfermedad, sin embargo,
entre el 20 - 40% de su hemoglobina es mutante, presentando lo que se conoce como rasgo
falciforme (Cameron et al., 1984; Pathak et al., 2003). En regiones de poblacion
afrodescendiente y donde la malaria es endémica, se han encontrado altas frecuencias del
alelo S para la HbS representadas principalmente en la alta frecuencia genotipica de
individuos heterocigotos AS, esto Gltimo explicado por la ventaja de estos al mostrar una

mayor resistencia a la infeccion del Plasmodium spp., agente causal de la malaria (Eridani,



2011; Luzzatto, 2012). Por otra parte, los antigenos del sistema del grupo Duffy en sangre,
son de gran interés en la medicina debido a su asociacion con la invasion de los globulos
rojos por el parasito Plasmodium vivax (Langhi & Bordin, 2006). El sistema consta de tres
alelos principales FYA, FYB y FYBE®® que contribuyen a un total de seis genotipos:
FYBES/FYBES, FYA/FYA, FYB/FYB, FYA/FYB, FYA/FYBES, FYB/FYBES, dando lugar a
cuatro fenotipos: Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+b+) y Fy(a-b) (Howes et al., 2011). Homocigosis
para el antigeno negativo Fy(a-b-) o genotipo FYBES/FYBES confiere resistencia a la malaria
por P. vivax, y el alelo FYBE® se ha encontrado en una mayor proporcion en poblacion
afrodescendiente y en regiones endémicas a la malaria (Howes et al., 2011; Zimmerman et

al., 2013).

Piel y colaboradores (2010) aportaron la primera confirmacion geogréfica y cuantitativa de
la hipdtesis de la malaria a una escala global, donde comparando las frecuencias del alelo S
a nivel mundial con las frecuencias de endemicidad de la malaria, comprobaron que estas
relaciones coinciden considerablemente en el continente africano. Sin embargo, aln no es
clara esta correspondencia en América y Asia. De forma similar, Howes y colaboradores
(2011) proporcionaron un mapa de frecuencias globales de distribucién para los principales
alelos del sistema sanguineo Duffy, y como coinciden estas zonas, principalmente en Africa,
con las regiones de baja endemicidad para malaria vivax. Existen varios estudios que
evidencian la accion de seleccion sobre estos alelos por separado (Allison, 1956; Eridani,
2011; Hodgson et al., 2014; Langhi & Bordin, 2006; Luzzatto, 2012; McManus et al., 2017),
sin embargo, no hay estudios donde se evalle una dependencia, interaccion o seleccion

conjunta entre estos dos alelos a través de las distintas regiones del mundo, o incluso en



regiones especificas. En Colombia, sin ser la excepcion, solo se han reportado estudios de
frecuencias para estas dos variantes por separado (Alvear et al.,, 2012; De Bernal et al., 2010;
Bernal et al., 1995; Gonzalez et al., 2012; Moyano & Méndez, 2005; Silva et al., 1998;
Vallejo et al., 2015), asi que no existen estudios donde se evalue la posible accion de
seleccion natural para uno o ambos genes, a excepcion de un estudio realizado por Ortega y
colaboradores (2015) que evidencia sobredominancia en el gen HbS en la poblacion de
Buenaventura. Por tanto, el objetivo de este trabajo de investigacién fue la caracterizacion y
evaluacion de seleccion sobre los genes Duffy y HbS, tanto individual como conjunta, en la
poblacion urbana de la ciudad de Buenaventura, region endémica para malaria en Colombia.
Asi como la evaluacion de correlaccion de las frecuencias alélicas reportadas de ambos genes

en distintas poblaciones del mundo.

3. MARCO TEORICO

3.1 Lahemoglobina S: drepanacitosis y rasgo falciforme

La hemoglobina es una proteina globular constituida por cuatro subunidades proteicas
(globinas) a cada una de las cuales se les une de forma no covalente un grupo hemo
(protoporfirina ferrosa), capaz de transportar una molécula de oxigeno de forma reversible
(Voet & Voet, 2006). Esta heteroproteina se encuentra dentro de los eritrocitos y su funcion
es la de transportar oxigeno desde los pulmones a los tejidos y dioxido de carbono desde

estos a los pulmones. En el adulto y nifios mayores de 7 meses el 95% de la hemoglobina es



HbA1, y el porcentaje restante lo constituyen la HbA2 y la HbF (<1%). Esta HbA se designa
como 22, indicando que posee dos cadenas alfa y dos beta (Fuentes et al., 1998), cuyos
genes codificantes se encuentran ubicados en los cromosomas 16 (cadenas o) y 11 (cadenas

B) (Brittain, 2002).

La hemoglobina S (HbS) es una variante de la hemoglobina HbA:1 que surge por un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el gen de la B- globina. Esta mutacion es una
transversion del segundo nucleétido en el sexto codon, adenina (A) por timina (T),
cambiando el codon GAG del acido glutamico a GTG, el coddn para valina (Ingram, 1957).
Esta hemoglobina mutada se polimeriza en condiciones de baja tension de oxigeno, haciendo
que el eritrocito adquiera una forma alargada y curvada, similar a una hoz (Pauling & Itano,
1949). Los individuos afectados con la enfermedad denominada “anemia de células
falciformes” (o SCA en inglés), heredan dos copias mutadas para la HbS (genotipo SS) y
presentaran algunos o todos los sintomas relacionados a la enfermedad, tales como crisis
vaso-oclusiva, crisis aplastica, crisis hiperhemolitica, secuestracion esplénica, infecciones
bacterianas, accidentes cerebro-vasculares, entre otros (Abarca et al., 2008; Saenz-Renauld,
2005). Los individuos con una copia normal del gen de la -globina y otro de la HbS, son
denominados con “rasgo falciforme” (genotipo AS), los cuales presentan aproximadamente
el 42% de hemoglobina S en sangre. Estos individuos no desarrollan la enfermedad SCA y
son asintomaticos, sin embargo, existen pocos casos de pacientes que han llegado a presentar
complicaciones en condiciones especificas, como en altitud elevada o en deporte de alto

rendimiento (ASH, 2017).



Estudios en el este de Senegal, sefialan que, si la seleccion para el genotipo AS fue més alta
en sus inicios que la del genotipo AA, la edad del alelo S se encuentra entre los 1,350-2,100
afios (Currat et al., 2002). Analisis con enzimas de restriccion ha permitido identificar cuatro
zonas en Africa donde la mutacion ocurri6 de manera independiente, siendo Africa occidental
y central las zonas con mayor frecuencia de la HbS (Cavalli-Sforza & Bodmer, 1971). De
igual forma, para este gen en la India y demaés paises asiaticos se ha determinado un origen
de mutacién independiente respecto al encontrado en el continente africano (Kan & Dozy,

1980).

En el mundo, las hemoglobinopatias (grupo de enfermedades genéticas resultantes de la
produccién anormal de la hemoglobina o de la ausencia de la produccion de la misma)
(Benson & Therrell, 2010) constituyen el trastorno letal heredado mas comdn, siendo mas
frecuentes en las poblaciones de Africa tropical, Asiay la region mediterranea, extendiéndose
por migracién en todo el mundo (Alwan & Modell, 2003). Mundialmente, se ha calculado
un promedio de 307 900 nacimientos anuales con un trastorno grave de hemoglobinas,
representando la anemia falciforme el 70% de estos trastornos debido a la alta frecuencia del

gen para esta enfermedad (Petrou, 2010).

Los datos disponibles y extrapolados sugieren que existen alrededor de 6000 nacimientos
anuales y 100 000-150 000 latinoamericanos se ven afectados por SCA (Hulttle et al., 2015).
En Colombia se han registrado frecuencias de hemoglobinopatias del 2,4 al 14% en distintas
regiones del pais: estudios realizados en San Andrés y Providencia por Bernal y

colaboradores (1995) revelaron una prevalencia de HbS de 14.3%. En Cartagena se han



registrado frecuencias de 10% para hemoglobinopatias, cuya frecuencia mas alta fue para la
HbS, con una prevalencia del 6.9% para los heterocigotos (Silva et al., 1998). En el sur
occidente colombiano, Espinel y Valenzuela (1991) registraron frecuencias para HbS de
2,4% y 2,9% para Tumaco y Chocd, respectivamente. Moyano y Méndez (2005) registraron
una prevalencia de hemoglobinopatias del 14.9% en la ciudad de Buenaventura, con una
frecuencia de heterocigotos (portadores) del alelo S del 7%. En el 2010 se revelaron
frecuencias de hemoglobinopatias para un total de 399 neonatos, de los cuales 5.8% fueron
heterocigotos AC seguido de 4.8% de heterocigotos AS (De Bernal et al., 2010). Por otra
parte, para la poblacién indigena colombiana, no se han reportado hasta el momento
frecuencias para el gen de la HbS, pero si frecuencias hasta del 6% para el gen de la
hemoglobina C (Espinel & Valenzuela, 1991; Piel et al., 2010). Recientemete, en el 2015, se
registrd una frecuencia del gen HbS del 3,1% en la poblacién urbana de Buenaventura

(Ortega et al., 2015).

3.2 El sistema sanguineo Duffy

El sistema Duffy monogénico fue el primer grupo sanguineo humano asignado a un autosoma
especifico: posicion g21-g25 en el cromosoma 1 (Donahue et al., 1968). Este sistema es
importante en la clinica debido a incompatibilidades de transfusién y enfermedad hemolitica
del recién nacido (Dean, 2005). El producto del gen Duffy es una glicoproteina de superficie,
la glicoproteina FY (Gp-Fy) encargada de eliminar los excesos circulantes tdxicos de
guimiocinas, conocida por lo tanto como antigeno / receptor Duffy para las quimiocinas o

“DARC”. Esta glicoproteina atraviesa la membrana plasmatica siete veces y tiene un dominio



N-terminal extracelular y un dominio intracelular C-terminal que media la invasion de

eritrocitos por los merozoitos de Plasmodium vivax (Langhi & Bordin, 2006).

El gen DARC tiene tres tipos alélicos principales producto de dos
polimorfismos, que forman la base del sistema de grupos sanguineos Duffy. Los antigenos
Fy? y Fy®, que difieren por un tnico aminoacido (Gly42Asp), son codificados por los alelos
FYA'y FYB, que se diferencian por una sola sustitucion de base (G125A)(Langhi & Bordin,
2006; Zimmerman, 2004). La expresion Duffy es interrumpida por una sustitucion T por C
en la regién promotora del gen (nucledtido-33), evitando la transcripcién y dando como
resultado el fenotipo nulo “eritroide silencioso” (superindice “ES”). Esta variante de la region
promotora esta cominmente asociada haplotipicamente con la region codificante del alelo

FYB, por tanto, se le denomina alelo FYBE® (Zimmerman, 2004).

De esta manera los alelos FYA, FYB y FYBES se combinan para formar los genotipos
FYBES/FYBES, FYA/FYA, FYB/FYB, FYA/FYB, FYA/FYBES, FYB/FYBES, dando lugar a
cuatro fenotipos: Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+b+) y Fy(a-b-), donde los tres primeros estan
presentes en la poblacién caucasica, con frecuencias de 17%, 49% y 34% respectivamente,
mientras que el fenotipo Duffy negativo Fy (a-b-) es raro en esta poblacidn, pero se presenta

en un 68% de la poblacion afroamericana (Reid & Lomas-Francis, 2004).

Para el gen Duffy, se han encontrado frecuencias desde 0 a 100% para las diferentes
poblaciones del mundo (Howes et al., 2011). Las frecuencias mas altas para el alelo FYBES

se encuentran en las poblaciones del Africa, siendo Kenia, Congo y Senegal las poblaciones
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con las frecuencias més altas, 97%, 98% y 100%, respectivamente (MAP, 2017). Seguidas
de las poblaciones de Sur América, con frecuencias en poblacion negra que oscila entre el 50
y 80% en poblacién afrodescendiente (Gonzalez et al., 2012; Nickel et al., 1999; Vallejo et
al., 2015). Las poblaciones del medio oriente por su parte, presentan frecuencias del alelo
FYBES entre el 10 y 30%. Contrastante con las poblaciones de Asia oriental donde el alelo
FYA es el prevalente con frecuencias del 87% al 98% y el alelo FYBE® es inexistente o se
encuentra en frecuencias muy bajas en algunas poblaciones (<1%). En Europa por otro lado
el alelo predominante es el FYB con frecuencias entre el 52 y 65% Yy frecuencias bajas del

FYBE® que oscilan entre 1y 5% (Howes et al., 2011; MAP, 2017).

En Colombia especificamente se han establecido prevalencias para los genotipos del gen
Duffy en poblaciones principalmente de la costa pacifica y del caribe: en el Chocd, Gonzales
y colaboradores (2012) encontraron frecuencias del 50% en poblacion negra, contrastaste a
la poblacién mestiza (8%) e indigena (0%). En poblaciones rurales de Buenaventura, se
reportaron frecuencias del 69%, en Tumaco del 71% y Tierra alta (Cordoba) del 17% (Vallejo
etal., 2015). En Cartagena se encontraron las frecuencias mas altas reportadas para Colombia

con un 79% en familias afrocaribefias (Nickel et al., 1999).

3.3 La malaria como fuerza de seleccién evolutiva

La malaria es una de las enfermedades infecciosa mas importante en el mundo, no solo por

ser la principal causa de mortalidad infantil, sino por su gran impacto en la evolucién
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humana: existe una gran evidencia de asociacion entre los factores genéticos del hospedero
y el genotipo del parésito, interfiriendo con el riesgo de infeccion y el desarrollo de
complicaciones de la enfermedad. En la ultima década se ha evidenciado crecientemente las
diferencias étnicas en la susceptibilidad a la malaria y las diversas adaptaciones genéticas a

esta patologia surgida en diferentes poblaciones (Kwiatkowski, 2005).

La malaria es causada por un paréasito unicelular del género Plasmodium (Antinori et al.,
2012). Los plasmodios son parasitos intracelulares obligados que son capaces de infectar y
replicarse dentro de los eritrocitos después de una fase de replicacion clinicamente silenciosa
en el higado (Ingmundson et al., 2012). Tradicionalmente, se reconocen cuatro especies
responsables de la infeccion natural en seres humanos: P. falciparum, P. malariae, P. ovale
y P. vivax, sin embargo, el reciente incremento de la malaria en el sudeste de Asia causada
por P. knowlesi ha llevado a considerarlo como el quinto parasito de la malaria humana. Se
han reconocido diversas moléculas in vitro como receptores que median la adherencia de los
glébulos rojos parasitados. Asi mismo, las diferentes especies de Plasmodium poseen

ligandos especificos a estos receptores (Antinori et al., 2012; Ingmundson et al., 2012).

Como se sabe, las personas pueden diferir en la forma en que responden a una enfermedad
infecciosa, y Haldane fue el primero en formular esta nocion en términos de seleccion
darwiniana, quien contempl6 que, dependiendo de su composicion genética, las personas
tendrian un riesgo diferente de morir cuando se enfrentan a un organismo parasitario
(Haldane, 1949). Entonces si un gen que ofrece proteccion contra ese parasito es, en

circunstancias normales perjudicial, su frecuencia aumentaria cuando una poblacién
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estuviera expuesta a este (Haldane, 1932). En 1949, propondria la hipétesis de que la
presencia de frecuencias altas para el gen de la talasemia en el mediterraneo y donde la
malaria era una enfermedad prevalente, podria deberse a la mayor resistencia del heterocigoto
a la infeccion del Plasmodium falciparum, mejor conocida como “la hipétesis de la malaria”
(Haldane, 1949). Lo anterior seria posible por varias razones: 1) la malaria causada por
Plasmodium falciparum, es altamente letal; 2) se estima que ha existido en muchas partes del
mundo durante varios miles de afios o durante varios cientos de generaciones: por lo tanto,
el paludismo como agente de seleccion natural parece un mejor candidato que cualquier otra
enfermedad infecciosa asociada a alta mortalidad (como la peste o la gripe); 3) las muertes
por malaria ocurren principalmente en nifios, es decir, antes de la reproduccion, un criterio
critico para la seleccion efectiva; 4) los plasmodios adoptan diferentes formas en el transcurso
de su ciclo de vida, pero lo que causa la enfermedad son los parasitos intra-eritrociticos: por
lo tanto, no es sorprendente que si los glébulos rojos son anormales, esto puede afectar la

probabilidad de éxito del parasito.

3.3.1 Gen Duffy y proteccion a la malaria vivax.

El proceso de invasion de merozoitos a los glébulos rojos implica una secuencia compleja de
eventos que incluye el acoplamiento a su superficie, reorientacion, formacion de uniones
estrechas y finalmente, la internalizacion (Dvorak et al., 1975). El parasito Plasmodium
vivax, requiere la presencia de antigenos Fya o Fyb intactos para invadir los glébulos rojos

(Miller et al., 1976). En 1975, Miller y colaboradores demostraron que los glébulos rojos
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humanos Duffy-negativos eran resistentes a la invasion por P. knowlesi, parésito conocido
principalmente por producir malaria en primates, aunque también puede invadir los
eritrocitos humanos (Miller et al., 1975). Un afio después, estos investigadores mostraron que
la resistencia a P. vivax se correlacionaba con el fenotipo Duffy-negativo en humanos (Miller
et al., 1976) y posteriormente, Barnwell y colegas (1989) demostraron in vitro que los
merozoitos de P. vivax eran incapaces de invadir los eritrocitos Duffy-negativos. Asi, tanto
P. vivax como P. knowlesi se basan en una interaccién antigeno Duffy-ligando del parésito
para llevar a cabo la invasion (Langhi & Bordin, 2006). Finalmente, una serie de estudios
moleculares y genéticos, permitieron encontrar una via de invasion crucial que implica al
antigeno Duffy presente en la superficie de los eritrocitos y un dominio de union a la proteina
Duffy, rica en cisteina, del Plamodium vivax. Esto Gltimo, es crucial para la formacion de la
unién que llevara a la consecuente internalizacion del eritrocito, union que solo podia ser

Ilevada en los eritrocitos Duffy positivos, y no los Duffy negativos (Chitnis & Miller, 1994).

El alelo Duffy-negativo, FY BES que corresponde a la ausencia del antigeno Fy en los gl6bulos
rojos, se encuentra fijado o con frecuencias cercanas a la fijacion en la mayoria de las
poblaciones de Africa subsahariana, pero es relativamente bajo fuera de Africa, excepto en
regiones con alta concentracion de poblacion negra (Howes et al., 2011). Se ha propuesto
incluso que la casi ausencia de P. vivax en Africa es debido a que no habia huéspedes
adecuados en este continente (aunque el ambiente fuese propicio para el parasito). La
mayoria de los individuos serian FYBES/FYBES a causa a un barrido selectivo conferido por
la resistencia a la infeccion de P. vivax, llevando a un aumento de la frecuencia de este alelo

en africanos y posterior erradicacion del parasito (R. Carter & Mendis, 2002). El valor de Fst
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para este alelo es el mas alto observado para cualquier alelo en humanos, proporcionando asi
una fuerte evidencia para la accion de la seleccion natural sobre este locus (Hamblin & Di
Rienzo, 2000) Howes y colaboradores (2011) proporcionaron un mapa de frecuencias
globales de distribucion para los principales alelos del sistema sanguineo Duffy, y como
coinciden estas zonas, principalmente en Africa, donde P. vivax esta relativamente ausente

(figura 1).

Con respecto a estudios sobre evidencia de seleccion natural sobre este gen, el patron de sus
frecuencias alélicas y la asociacién genotipo-enfermedad se ha interpretado como evidencia
de una historia pasada de seleccion natural para la resistencia a la malaria por P. vivax,
favoreciendo asi el alelo Duffy-negativo en los africanos subsaharianos continentales
(Livingstone, 1984). De hecho, Hambling y colaboradores (2000) encontraron que, en
relacion con la poblacion italiana, los africanos muestran una reduccion de la diversidad
genética que rodea la mutacion que causa la pérdida de la expresion DARC, lo que es
coherente con un pasado de barrido selectivo. Hodgson y colaboradores (2014) encontraron
evidencia de seleccion para este alelo en una poblacion de Madagascar, y evaluaron los
posibles escenarios, que aparte de la seleccién, lograrian haber permitido las frecuencias
actuales del alelo y la composicién de SNPs alrededor de este gen, encontrando que el
escenario de seleccién direccional positiva para el alelo Duffy-negativo explica mejor la
frecuencia alta encontrada de este alelo en Madagascar. Recientemente, Mcnamus y colegas
(2017) en un trabajo realizado en 21 poblaciones africanas, estimaron que el tiempo en que
surgio el ancestro comdn mas reciente del haplotipo mas comun del alelo FYBES es de hace

42 mil afios. Ademas, concluyeron que la mutacién Duffy nulo (FYBES) cambi6 hasta la
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fijacion en Africa con una frecuencia inicial muy baja (0,1%) y un coeficiente de seleccion
de 0,043. Sus resultados son consistentes con una compleja historia evolutiva del locus que
implica la seleccion de una mutacion que se encontraba en una frecuencia muy baja en la
poblacion africana ancestral (“standing variation™), y que luego se diferencio entre las
poblaciones europeas, asiaticas y africanas (McManus et al., 2017). Sin embargo, aun los
distintos investigadores se plantea la pregunta de si malaria vivax es un agente plausible de
seleccion en el alelo Duffy-negativo en Africa o si este ya habia alcanzado la fijacion gracias

a un agente selectivo distinto, antes de la aparicion de la malaria vivax (Hodgson et al., 2014).

Fy*BES frequency
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Figura 1. a) Frecuencias del alelo FYBE® del gen Duffy en las distintas poblaciones del
mundo. b) Regiones del mundo donde la malaria vivax esta presente. Adaptado de Howes et

al., 2011 y la pagina web: http://www.vivaxmalaria.com/images/global_dist.jpg
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3.3.2 HbSy su proteccion a la malaria falciparum

La evidencia de la proteccion conferida por el rasgo falciforme ha sido demostrada en
diversos estudios tanto in vitro como in vivo. Una de las primeras investigaciones fue
realizada por Allison (1954), mostrando que los eritrocitos anormales de individuos con el
rasgo falciforme eran parasitados en menor medida por el Plasmodium que los eritrocitos de
individuos sanos. A nivel in vitro, Friedman (1978) describi6 los mecanismos por los cuales
la presencia de HbS inhibia el crecimiento del Plasmodium, encontrando en sus estudios que
el 90% de los parasitos jovenes se eliminaban en las poblaciones de células con hemoglobinas
Ay S, yque la presencia del parasito contribuia a inducir la formacion de células falciformes
en su célula huésped. Sugiriendo entonces que factores tales como la disminucién del pH
intracelular y los niveles de oxigeno (resultado del metabolismo del parésito), pueden
contribuir a la formacion de la deformidad del eritrocito (Friedman, 1978). La presencia del
parésito en los glébulos rojos parece ser la razon por la cual dichas células se pegan en las
paredes de los capilares lo suficiente como para que exista una reduccion en la concentracion
de oxigeno, produciendo la deformacion falciforme. Ahora, las células que adquieren esta
forma son fagocitadas con mayor facilidad, contribuyendo de este modo a la eliminacién
preferencial del parasito. Otros estudios han encontrado que el crecimiento intra-eritrocitico
del parasito es inhibido por la polimerizacion de la HbS en bajas concentraciones de oxigeno,
y que la respuesta fagocitaria por parte de las células inmunitarias del huésped es mayor en
eritrocitos falciformes infectados por el parasito (fendmeno conocido como “fagocitosis

falciforme™), en comparacion a la que presentan los eritrocitos normales infectados (Ayi et
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al., 2004). Y aunque a menudo se afirma que el mecanismo de proteccion contra la malaria
de los heterocigotos AS no esta del todo claro, en los Gltimos 40 afios no ha habido ninguna
evidencia contraria al modelo de fagocitosis falciforme, cuya consecuencia clinicamente
relevante de este modelo y que ya ha sido probada, es la de mantener la parasitemia

relativamente baja en los heterocigotos AS (Luzzatto, 2012).

Sin embargo, puede haber otros mecanismos protectores en los eritrocitos AS: recientemente
se ha encontrado que los glébulos rojos parasitados presentan una adherencia deteriorada a
las células endoteliales, lo que podria disminuir el riesgo de malaria cerebral. Al parecer esto
es debido a un despliegue defectuoso de la proteina de membrana de eritrocitos 1 (PFEMP)
del P. falciparum en la superficie de los glébulos rojos (Cholera et al., 2008), proceso que
depende de la remodelacion, realizada por el parasito, del citoesqueleto de los glébulos rojos,
y este proceso es defectuoso en los eritrocitos de individuos CC y SC (este efecto en los

glébulos rojos de individuos AS no han sido probados todavia) (Cyrklaff et al., 2011).

La anemia falciforme en el hombre es un ejemplo muy conocido de sobredominancia o
ventaja del heterocigoto, cuando la seleccién favorece al heterocigoto (sobredominacia) las
frecuencias génicas de ambos alelos tiende hacia un valor de equilibrio intermedio estable,
incluso sin mutacion, el cual depende de la proporcion entre el coeficiente de seleccion de
uno de los alelos y la suma de los coeficientes de seleccion de todos los alelos del locus
estudiado (Falconer & Mackay, 1996). Para que exista sobredominancia, los alelos deben
afectar a dos componentes antagonicos de fitness o eficacia, como ocurre en la anemia

falciforme. El fitness de los homocigotos se reduce a través de un componente, la anemia,
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mientras que la eficacia del otro homocigoto se reduce a través de otro factor, la

susceptibilidad a la malaria (Falconer & Mackay, 1996).

En 1956, en un estudio poblacional de gran magnitud realizado en nifios y adultos de varias
zonas de Africa oriental y occidental, se encontré que los adultos presentaban frecuencias de
homocigotos anémicos (0 recesivos) en niveles mucho menores a los presentes en nifios,
ademas, en los adultos se incrementaba la frecuencia de heterocigotos para el gen de la HbS;
de igual manera se encontr6 a la anemia falciforme y la malaria como principales agente
causales de mortalidad y morbilidad en nifios, siendo los homocigotos normales mas

afectados por esta ultima que los heterocigotos para el gen de la HbS (Allison, 1956).

Piel y colaboradores (2010) proveyeron la primera confirmacion geografica y cuantitativa de
la hip6tesis de la malaria a una escala global, donde comparando las frecuencias del alelo
HbS a nivel mundial con las frecuencias de endemicidad de malaria en el mundo,
comprobaron que estas relaciones coinciden considerablemente en el continente africano. Sin

embargo, aun no es clara esta correspondencia en América y Asia (figura 2).

3.3.3 Interacciones entre los genes de proteccion a malaria.

La hipotesis de la malaria propone que las zonas con alta transmision de esta patologia
tendran una alta prevalencia de las variantes génicas que confieren proteccion a la misma
(Haldane, 1949). Las variantes génicas de resistencia pueden estar representadas en alelos

diferentes en un locus dado, donde la seleccion puede funcionar junto con el alelo normal
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ancestral para aumentar, disminuir o estabilizar el cambio genético. Ademas, dichas variantes
de resistencia en diferentes loci pueden estar estadisticamente asociadas (desequilibrio de
ligamiento), resultando en un cambio de frecuencias no aleatorio de los alelos de los loci
estudiados. Estas variantes pueden tener valores de “fitnees” que no son independientes de

los loci (epistasis) e influyen en el cambio genético (Hedrick, 2011).
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Figura 2. a) Frecuencias del alelo S del gen de la beta globina en las distintas poblaciones
del mundo. b) Endemicidad de malaria en el mundo. Tomado de Piel et al., 2010.
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El término epistasis fue primeramente usado por Bateson (1909) para describir el efecto
“enmascarante” de una variante genética sobre otra. Mas tarde, Fisher (1918) usoé el término
“Epistasia” para referirse a cualquier desviacion estadistica de la combinacion aditiva de dos
loci. Asi, este concepto de epistasia sostiene que el efecto sobre el fitness de un alelo en un
locus, depende del genotipo en un segundo locus no relacionado (Williams et al., 2005).
Aunque los ejemplos clasicos de este fendmeno han sido descritos en muchos organismos
modelos, pocas descripciones estan disponibles en humanos, en parte debido a las bajas
frecuencias genéticas, pocos reportes de caso y limitaciones en el tamafio y seguimiento de
la poblacion (Carlborg & Haley, 2004). Pero la situacion con la malaria es diferente: distintos
genes de proteccion a malaria se encuentran en frecuencias altas en distintas poblaciones, y
los casos clinicos son bastante comunes. Por lo tanto, la malaria presenta una oportunidad

Unica para probar efectos epistaticos en las poblaciones humanas (Williams et al., 2005).

De hecho, para las variantes de gen de la B-globina, la hemoglobina S y la hemoglobina C
(esta Ultima confiere resistencia a malaria en estado homocigoto), se ha encontrado una
correlacion negativa entre estas en poblaciones africanas, donde pueden coexistir ambos
alelos, pero si en una poblacion las frecuencias alélicas de uno son altas, las del otro son muy
bajas. Esto puede ser explicado por los diferentes valores de fitness de los indviduos
portadores de estos alelos en las distintas combinaciones genotipicas. Asi, el alelo C tiende a
desplazar al S cuando ambos inician en frecuencias bajas y el nivel de dominancia de C es
alto (Hedrick, 2011). Varios estudios han reportado epistasia negativa entre la hemoglobina
Sy la a-talasemia, donde su coexistencia resulta en la pérdida del efecto de proteccion contra
la malaria de la HbS, que podria explicarse por cambios especificos del genotipo del huésped

en las propiedades de adhesion del paréasito (Opi et al., 2014; Penman et al., 2011; Williams
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etal., 2005). Este fendmeno revela porque geograficamente, la hemoglobina S es poco comdn

en el mediterraneo, donde la a-talasemia es muy frecuente.

Con respecto al alelo Duffy nulo, no se han reportado correlaciones, ni interacciones
epistaticas (o de ningun tipo) de este con las del alelo S, ni tampoco como son los niveles de
fitness para los distintos genotipos, teniendo en cuenta ambas variantes en una misma

poblacion.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar la caracterizacion molecular y evaluar evidencia de seleccién para el gen Duffy y el

gen de la hemoglobina S en una muestra poblacional de Buenaventura.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Caracterizar molecularmente los genes Duffy y HbS en la zona urbana de

Buenaventura.

4.2.2 Evaluar la evidencia de seleccion natural para los genes Duffy y HbS, individual y

en conjunto, mediante desviacion del equilibrio Hardy- Weinberg, prueba
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neutralidad, desequilibrio de ligamiento y célculo de coeficientes de seleccion y

fitness para los distintos genotipos.

4.2.3 Realizar la reconstruccion ancestral de las frecuencias del alelo de la hemoglobina
S (S) y FYBES® del sistema sanguineo Duffy a lo largo de la filogenia de 24
poblaciones humanas, y evaluar la correlacion de estas frecuencias alélicas mediante

el uso de contrastes filogenéticamente independientes (PICs).

5. JUSTIFICACION

La malaria es una enfermedad endémica en gran parte de Colombia (areas localizada por
debajo de los 1500 msn) (Minsalud, 2013). En el pais, aproximadamente 12 millones de
personas habitan en zonas de riesgo para la transmisién de malaria, siendo una de las
enfermedades infecciosas mas importantes en Colombia. La morbilidad por esta enfermedad
se mantiene elevada, con un registro nacional de aproximadamente 150000 casos anuales

(OPS, 2010) constituyéndose asi en un evento de especial interés en salud publica.

Aungue la mortalidad por malaria ha disminuido en Colombia, los departamentos de
Antioquia, Cauca, Chocé, Cérdoba y Valle del Cauca se concentran cerca del ochenta por
ciento (80%) de los casos de malaria en el pais. Buenaventura esta dentro de los municipios
que registran mas casos de malaria “complicada” y “no complicada”, asi como el mayor
namero de muertes por esta enfermedad, junto a varios municipios de Choco, Antioquia y

Narifio (INS, 2017).
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En el pais hay un predominio de malaria por P. vivax y P. falciparum, y la proporcion de
casos de malaria por P. falciparum, considerada potencialmente letal, es una de las mas altas
entre los paises del continente (30%). En Buenaventura especificamente prevalecen estos dos
tipos de malaria, estando mayormente representada la malaria por P. falciparum en los dos

ultimos afios (INS, 2017; Perea, 2016, 2017).

En Colombia, pese al mestizaje de los habitantes afrodescendientes, prevalecen las
enfermedades genéticas hereditarias como es el caso de la anemia falciforme, y en el
suroccidente colombiano la poblacion es susceptible a tener tasas altas de HbS y elevadas
frecuencias del gen Duffy nulo. Especificamente se han establecido prevalencias para los
genotipos del gen HbS y Duffy en poblaciones principalmente costeras como el Choco,
Buenaventura, Cordoba, Tierra alta y Cartagena (Alvear et al., 2012; De Bernal et al., 2010;
Bernal et al., 1995; Gonzalez et al., 2012; Moyano & Méndez, 2005; Silva et al., 1998;
Vallejo et al., 2015). Sin embargo, no se han realizado estudios a nivel poblacional que
revelen como prevalecen las frecuencias de los genotipos que competen a estos genes, Y Si
esas frecuencias se mantienen en la poblacion evidenciando accién de seleccion natural,
como habria de esperarse para una zona donde la malaria es endémica. Lo mas aproximado
ha sido un estudio nuestro para la misma poblacion de Buenaventura, encontrando evidencia
de sobredominancia para el gen HbS en los adolescentes (Ortega et al., 2015). Pero no se ha
hecho ningun estudio de este tipo para el gen Duffy, y tampoco se ha evaluado hasta el
momento si existe algun tipo de interaccion entre estos dos genes de resistencia a malaria
(HbS y Duffy) y si alguna combinacion de genotipos en particular para ambos genes esta

confiriendo mayor ventaja adaptativa a los individuos.
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A nivel mundial, existen estudios que evidencian la accion de seleccion sobre esto alelos por
separado, sin embargo, no hay estudios donde se evalle una dependencia o correlacion entre

estos dos alelos a traves de las distintas regiones del mundo.

Por otro lado, la estimacion de rasgos ancestrales sigue siendo un objetivo importante en la
biologia filogenética comparativa, en este caso, la importancia clinica y adaptativa que
confiere a las poblaciones humanas portar mutaciones genéticas de interés, como es el caso
de la hemoglobina S y el fenotipo Duffy nulo, como una fuerza selectiva importante en el
caso de la malaria. Asi que seria importante visualizar como han ido cambiando estas
frecuencias a lo largo de la diversificacion de los grupos poblacionales. Y un analisis de
correlacion permitiria evaluar qué tanto se relacionan y varian entre si las frecuencias alélicas
de estos dos genes en las distintas poblaciones humanas, y si lo encontrado a nivel local (en

este caso la poblacion de Buenventura) puede extrapolarse a disintas poblaciones del mundo.
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6. CAPITULO I

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS GENES DUFFY Y

HEMOGLOBINA S EN LA POBLACION URBANA DE BUENAVENTURA.

6.1 RESUMEN

La malaria es una enfermedad endémica en gran parte de Colombia, y Buenaventura,
municipio del Valle del Cauca, se encuentra dentro de las poblaciones que registran mas
casos de malaria, asi como el mayor numero de muertes por esta enfermedad. Algunas
variantes genéticas confieren resistencia a la malaria, como es el caso del heterocigoto para
la hemoglobina S (HbS) y el homocigoto FYBES/FYBES del gen Duffy, asi que el objetivo de
este capitulo es la caracterizacién molecular de estos genes en una muestra poblacional de la
zona urbana de Buenaventura. Se analizaron 819 individuos en un muestreo aleatorio
estratificado en cada una de las 12 comunas de la ciudad. El analisis molecular se realiz6 por
PCR-RFLP y el analisis de los datos, fue principalmente descriptivo, de independencia y
regresion, llevado a cabo mediante los programas Arlequin 3.5, SPSS 20 y y R 3.4.1. Se
obtuvieron frecuencias alélicas de 3,1 y 72,2% para los alelos S y FYBFS. Para el genotipo
AS 6,1 % y FYBES/FYBES 55%. Ademas, se encontrd que el grupo de 13 a 27 afios presento
mayor proporcion de estos genotipos de resistencia comparado a las demas edades, y las
comunas con mayores frecuencias de estos genotipos de proteccion (combinacion genotipica
AA*FYBES/FYBE®) fueron la 1y 3 con 18% y 10,3%, respectivamente. Por otro lado, las

comunas con una mayor prevalencia de individuos sin genotipos de proteccion fueron: 6, 7,
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10 y 12 con prevalencias de 19,4%, 26,8%, 17;7% y 13,6% respectivamente. Por lo tanto,
seria entonces pertinente tener en cuenta estas comunas y estos grupos de edad para llevar a
cabo estudios epidemioldgicos y campafias de prevencion y atencion de salud sobre

paludismo en la zona urbana de la ciudad de Buenaventura.

Palabra clave: Buenaventura, comunas, malaria, genotipos de proteccion.

6.2 OBJETIVOS

6.2.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente los genes Duffy y HbS en la zona urbana de

Buenaventura.

6.2.2 Obijetivos especificos

6.2.2.1 Establecer frecuencias alélicas y genotipicas de los genes Duffy y HbS en la
poblacién urbana de Buenaventura.

6.2.2.2 Evaluar el efecto del sexo, la edad y la comuna sobre la presencia de las diferentes
combinaciones genotipicas para las dos variantes de estudio.

6.2.2.3 Establecer prevalencias de las combinaciones genotipicas de estas dos variantes en
cada una de las 12 comunas de la zona urbana de Buenaventura, determinando asi

el grado de proteccion de estas.
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6.2.2.4 Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de estos dos genes con las

reportadas para otras poblaciones colombianas.

6.3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1 Poblacion y tipo de estudio.

Se llevo a cabo un estudio de tipo transversal, cuya toma de la muestra fue realizada mediante
un muestreo aleatorio estratificado, donde cada “estrato” correspondié a cada una de las 12

comunas de la ciudad de Buenaventura, municipio del Valle del Cauca (figura 3).

Department of
Valle del Cauca

City of Buenaventura (urban zones)

Figura 3. Mapa de las comunas de la ciudad de Buenaventura, ubicada en el Departamento
del Valle del Cauca (color rojo). Departamento localizado en Colombia (color rojo), pais

ubicado en América del Sur. Fuente: Ortega et al., 2015.
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Se trabaj6 con las muestras de DNA de 819 individuos, 214 menores de edad y 605 adultos,
de ambos sexos (femenino ¢ masculino), previamente recolectados en el laboratorio de
Genetica Molecular Humana (LGMH) de la Universidad del Valle con un aval previo
aprobado por el Comité de Etia Humana y Animal de esta universidad, para el diagndstico
de la hemoglobina S y un aval actual para el diagnostico del gen Duffy en esta misma
poblacion (Acta No. 02-013, cddigo: 288-012 y acta N° 013-017, codigo 098-017). Esta
muestra presenta un rango de edad de 8 meses hasta 93 afios, correspondientes a las 12
comunas que presenta el municipio; no se trabajo con extranjeros, visitantes o habitantes que
no presentaran origen y/o nacimiento en la ciudad. El estado de salud de los participantes fue
variable, en su mayoria aparentemente sanos. Finalmente, se escogieron individuos no
relacionados (no emparentados entre si en la misma generacion: solo un hermano, primo,
nieto, y/o tio por familia) y solo se permitieron miembros de maximo 2 generaciones por
familia. Las muestras se almacenaron a-20°C en el LGMH de la Universidad del Valle (Cali),

donde fueron procesadas.

6.3.2 Diagndstico molecular.

6.3.2.1 Gen HbS

El ADN se extrajo a través del metodo de "salting out” (Miller et al., 1988). La amplificacion
del ADN se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia proporcionada por Swee Lay Thein,
King's College Hospital en Londres. La mezcla de amplificacion (25 pl de volumen) consistio

en 50 ng de ADN, 1X Taq Buffer, 1,5 mM MgCl2, 0,1 mM de la mezcla de los cuatro
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desoxinucleotidos trifosfato (Fermentas, Vilnius, Lituania), 1,8 uM de cebadorares
(Forward: 5°- GGG CTG GGC ATA AAA GTC A -3’ Reverse: 5’- AGG GGA AAG AAA
GAA AAC ATC AAG GGT C — 3°), y 0,5 unidades de Tag DNA polimerasa (Bioline,
London, UK). El programa de amplificacion comenzo con un calentamiento de 5 minutos a
94°C para la desnaturalizacion, 30 ciclos continuando como sigue: desnaturalizacion durante
30 s a 94°C, seguido de hibridacion a 62°C durante 1 min; finalmente una extension a 72°C

durante 3 min.

El fragmento amplificado de 571 pb se digirié con 2 unidades de enzima de restriccion Ddel
(Promega, Madison, W1, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La digestion se
llevé a cabo durante 5 h a 37°C. Posteriormente, los fragmentos de ADN resultantes se
separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% y se examinaron por tincion con
nitrato de plata. Los individuos homocigotos (SS) afectados mostraron una banda Unica de
308 pb; los heterocigotos (AS) tres bandas de 308, 201 y 107 pb, y los individuos

homocigotos (AA) mostraron 2 bandas de 201 y 107 pb.

6.3.2.2 Gen Duffy

La mezcla de amplificacion de la region promotora GATA por individuo consistié de: 50 ng
de ADN, Buffer Tag 1X, 1.5 mM de MgCl,, 0.1 mM de la mezcla de los cuatro
dexinucledtidos trifosfato, 0.3 uM de cebadores (forward 5-CCC AAG GCC AGT GAC
CCC CATA -3y reverse 5'-AGA GGG AGC TAG GAG GCT AGC AT-3') y una unidad

de Taq DNA polimerasa. El fragmento de 392pb se tratd con tres unidades de la enzima de
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restriccion Styl, y los fragmentos generados se visualizaron en geles de poliacrilamida al 8%.
Los fragmentos resultantes fueron de 205, 110 y 65pb que corresponde a Duffy negativo (Fy-

) y las bandas de 205, 110, 80 pb correspondientes a Duffy positivo (Fy+).

Para la region codificante DARC, la mezcla de amplificacion por individuo consistio de 50ng
de ADN, Buffer Tag 1X, 1.5 mM de MgClz, 0.1 mM de la mezcla de los cuatro
dexinucledtidos trifosfato, 0.5 uM de primer (forward 5'-AAC TGA GAA CTC AAG TCA
GC -3'yreverse 5'-ATG AAG AAG GGC AGT GCA GAGT -3') y una unidad de Tag DNA
polimerasa. Posteriormente El fragmento de 159 pb se trat con una unidad de la enzima de
restriccion Ban-I. Los productos de esta digestion fueron de 159pb para Fy(a-b+), 86 y 73pb

para Fy(a+b-) y 159, 86 y 73pb para fenotipo Fy(at+b+).

6.3.3 Analisis de datos.

6.3.3.1 Estadistica descriptiva

Las tablas de contingencia para el conteo de las diferentes variables se llevaron a cabo
mediante el programa estadistico SPSS version 20 (IBM corp., 2011). Las variables de
estudio fueron: “sexo”, “edad”, ‘“comuna”, “mutacién HbS”, “mutacién Duffy”,
“Combinacién HbS y Duffy”, y una variable especial derivada de esta Gltima denominada

“Proteccion” (tabla 1).



Tabla 1. Variables de estudio
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Variable . Tipo de Escala de Meétodo de
: Categorias o valores . L o
Indicadora variable medicion medicion
1=femenino
Sexo (2) 2= masculino Cualitativa ~ Nominal Encuesta
1= 8 meses a 12 afios
Edad (3) 2=13 a 26 afios Ccéjri?:]ﬁ:“va Razon/Ordinal* Encuesta
3=27 a 93 afos
1= Comuna 1
2= Comuna 2 I .
Comuna (12) (.) Cualitativa Nominal Encuesta
12= Comuna 12
1=AA PCR-RFLPy
Mutacion HbS = 5_ag Cuantitativa  Razdn/ posterior
3) 3255 discreta Nominal* conteo de
bandas
1=FYBFS/FYB®
2=FYA/FYA PCR-RFLPy
Mutacién 3=FYB/FYB Cuantitativa  Razon/ posterior
Duffy (6) 4=FYA/FYB discreta Nominal* conteo de
5=FYA/FYBE® bandas
6=FYB/FYB®®
1= AA + FYBES/FYBE®
2= AA + FYA/FYA Conteo de
4= AA + FYA/FYB cada
5= AA + FYA/FYBES individuo
Combinacion 6= AA+ FYB/FYB™ Cuantitativa  Razon/ I:Eijnelr?tnadlc:)en
— ES ES
HbS(1y3)Duffy 7=AS+FYB™/FYB discreta Nominal* obtenido en
8=AS + FYA/FYA las variables
9= AS + FYB/FYB Mutacion
10= AS + FYA/FYB Duffy y
11= AS + FYA/FYB®S mutacion
HbS

12= AS + FYB/FYB®®
13=SS + FYB®/FYBF®
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Continuacion tabla 1...

Conteo de
bandas de cada

1= Doble completa (ser 7 0 13) individuo

Proteccion™* 2= [?O_ble parcial (ser 11 0 12) Cuantitativa Razén/ Eirgﬁgd%en
5) 3= L}mca completa (ser 1, 8,9010)  discreta Ordinal* obtenido en la

4= Unica parcial (ser 5 0 6) variable

5= Ninguna (ser 2,30 4) “Combinacién
Duffy y HbS”

*Escala que tomo la variable al categorizarla; **categorias que provienen de la variable “Combinacion HbS y
Dufty”

6.3.3.2 Calculo de Frecuencias alélicas y diferenciacion poblacional

El célculo de frecuencias alélicas y la prueba exacta de diferenciacion poblacional de
Raymond y Rousset (1995) para evaluar subgrupos por edad, se llevaron a cabo con el
paquete estadistico Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2010). Se us6 un valor de 0.05 como

maximo error tipo | aceptado.

6.3.3.3 Prueba de independencia, andlisis de varianza, regresion y correlacion.

La prueba de independencia entre las variables se realizé mediante prueba exacta de Fisher
(1935), y el efecto de las distintas variables (sexo, edad, comuna) sobre las variables
respuesta (tener o no las mutaciones de interés, asi como sus combinaciones) se realizaron
mediante un analisis de regresion multinomial (para las variables respuesta “Mutacion HbS”,

“Mutacion Duffy” y “Combinacion HbS y Duffy”) y multiordinal (para la variable
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“Proteccion”), segun el caso, mediante el software estadistico R version 3.4.1 (R Core Team
2017). Las variables no mostraron una distribucion normal (prueba de Kolmogorov Smirnov:
p=0,007), por ello, para llevar a cabo la comparacion de medias de las variables edad y
comuna respecto a la variable respuesta “proteccion”, se realizd un analisis de varianza
mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Ademas, se realiz6 una prueba post-hoc usando el test
de Wilcoxonm mediante el ajuste del p-valor de Benjamin & Hochberg o “BH 'y la prueba

de Bonferrori para comparaciones maltiples.

6.3.3.4 Analisis bayesiano para la estimacion de prevalencias.

Dado que la cantidad de éxitos de la variable respuesta “proteccion” es muy pequerfia en cada
muestra dentro de las distintas categorias, al calcular la prevalencia de esta con estadistica
clasica, daria como resultado intervalos de confianza muy amplios, los cuales son poco
informativos. Asi que se asumio que la prevalencia de la variable respuesta es aleatoria cuyo
comportamiento natural se puede modelar usando una distribucion de probabilidades
uniformes (todas las posibles prevalencias tienen la misma probabilidad de ocurrir), esto
antes de obtener los datos (distribucion a priori). Posterior a la recoleccion de datos en
campo, la informacion de la muestra se combiné con la informacion previa, obteniendo la
distribucion posterior de las prevalencias. Con esta distribucion posterior, se obtuvo un
indicador, valor esperado, o estimador de la prevalencia de la variable “proteccion”, cuyas

regiones de credibilidad adopta valores positivos.
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6.3.3.5 Diferenciacion poblacional y prueba de homogeneidad.

Se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacion de estudio respecto a lo
reportado en diferentes poblaciones de Colombia. La prueba de diferenciacion poblacional
se realiz6 mediante la prueba de Raymmond y Russet (1995) complementada con la prueba
de homogeneidad de x2, mediante los paquetes estadistico Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier &
Lischer, 2010) y SPSS 20 (IBM corp., 2011). Como no se encontrd ningin estudio que
reportara frecuencias combinadas de los genes Duffy y HbS, se evaluaron estos genes por
separado para las poblaciones reportadas. Para el gen Duffy se compararon las poblaciones
de: la zona rural de Buenaventura (Valle del Cauca), Tumaco (Narifio) y Tierra alta
(Cordoba) reportadas por Vallejo y colaboradores (2015), asi como la poblacion de la Italia,
del municipio de San José del Palmar (Chocd) reportados por Gonzales y colegas (2012).
Para el gen HbS se compararon: dos poblaciones de Buenaventura (Valle) (Moyano y
Méndez; De Bernal et al., 2010); una poblacion de San Andrés y Providencia (Bernal et al.
1995), una de Cali (Valle) (Satizabal et al. 2013) y dos poblaciones de Cartagena (Bolivar)

(Alvear et al., 2012; Silva et al., 1998).

6.4 RESULTADOS

6.4.1 Frecuencias alélicas, genotipicas y diferenciacion por rangos de edades.

Se analizd un total de 819 individuos pertenecientes a las 12 comunas de la zona urbana de

Buenaventura (tabla 2). Donde 214 fueron menores de edad y 605 adultos (media= 35 afios,
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DE=20 afos). Para el gen HbS, 769 fueron genotipo AA (hemoglobina normal), 49 de
genotipo SA (portadores del rasgo falciforme) y solo un individuo de genotipo SS
(homocigoto anémico). Teniendo asi, una frecuencia del alelo S de 3,1%; una frecuencia del
genotipo AA del 93,8%, del genotipo SA 6,1% Yy una frecuencia del genotipo SS de 0.2%

(tabla 3).

Tabla 2. Numero de individuos analizados de la zona urbana de Buenaventura

Namero de
Comuna individuos
36
45
56

86
60

63
50
56
72
71
60

12 164
Total 819

=
RPBowo~vwo o w N

Para el gen Duffy, 450 (55%) presentaron la mutacién homocigota para Duffy negativo
(genotipo FYBES/FYBES) siendo el genotipo méas frecuente, seguido de los genotipos
portadores de este alelo: FYA/FYBE® (18,6%) y el FYB/FYBES (14,9%). El genotipo
FYA/FYB representa el 6,3%, y los genotipos menos frecuentes fueron FYA/FYA y
FYB/FYB con el 3% y 2,5% de representacion en la muestra, respectivamente. Teniendo asi

una frecuencia alélica de FYBE® del 72%, y una frecuencia del 15% y 13% para los alelos
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FYA 'y FYB, respectivamente (tabla 3). Acorde con lo anterior, el fenotipo més frecuente fue

el Fy(a- b-) con 56%, seguido del Fy(a+ b-) con 22%, el Fy(a- b+) con 17%, y el fenotipo

con la menos representacion fue el Fy(a+ b+) con 6% (tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas para el gen Duffy y HbS. Con sus respectivas
prevalencias y regiones de credibilidad.

Genotipo Duffy

Total

FYBES/FYBES FYA/FYA FYB/FYB FYA/FYB FYA/FYBES FYB/FYBES
417 24 18 50 148 112 769
AA 50,9%** 3,0% 2,3% 6,2% 18,2% 13,8% 93,8%
(49,8-52,1)*** (2,6-34) (1,9-26) (56-68) (17,2-19) (12,9-14,6) (93,2-94,3)
Genotipo 32 0 2 1 4 10 49
HbS AS 4,0% 0,0% 0,36% 0,24% 6,0% 1,34% 6,1%
(35-445)  (0,0-0,17) (0,21-4,8) (0,12-0,33) (4,1-7,5) (11-16) (55-6,6)
1 0 0 0 0 0 1
SS 0,24% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,2%
(0,12-0,32) (0,0-0,17) (0,0-0,17) (0,0-0,17) (0,0-0,17) (0,0-0,17)  (0,1-0,3)
450 24 20 51 152 122
Total 55% 3,0% 2,5% 6,3% 18,6% 14,9% 819
(54,95-56,2) (2,6-34) (217-29) (57-69) (17,7-195)  (14-15)
Frecuencias FYA=  152% Frecuencias A= 97,0%
alélicas FYB= 12,6% alélicas S= 3,1%
Duffy FYBES= 722% HbS

*frecuencia absoluta; **frecuencia relativa o prevalencia; ***region de credibilidad

Teniendo en cuenta ambos genes en conjunto, la combinacién con mayor frecuencia fue la

AA*FYBES/FYBES con 50,9%, seguida de la AA*FYA/FYBES y AA/FYB/FYBES con

18,2% y 13,8% respectivamente.

Al analizar los genotipos en conjunto y por separado para los genes HbS y Duffy de los

individuos en diferentes rangos de edad (8 meses a 12 afios, 13 a 26 afios y 27 a 93 afios) se

encontraron diferencias significativas para ambos genes en conjunto (p=0,010), por separado
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para el gen HbS (p=0,001), pero no para el gen Duffy (p= 0,423). Especialmente el grupo de
13 a 26 a afios mostro diferencias significativas respecto a los grupos de 8 meses — 6 afios
(p= 0.016) y 27 a 93 afios (p=0.012). Estos grupos de edad se tuvieron en cuenta en los

diferentes analisis.

6.4.2 Prueba de independencia, regresion multiple, analisis de varianza y prevalencias.

Las pruebas de independencia de Fisher fueron significativas (p=<0,05) para las variables
“Comuna” y “Edad categorizada” (segun la tabla 1) respecto a todas las variables respuesta,
excepto la variable “mutacion Duffy”, que no mostr6 dependencia de la variable edad, pero
si de la variable Comuna (tabla 4). Respecto a la regresion multinomial (y polinomial para la
variable respuesta ‘“Proteccion”) también se encontrd influencia de la variable “Comuna”
para todas las variables respuesta de estudio (tabla 4), al igual que influencia de la variable
“Edad categorizada” para las variables “Mutacion HbS” y “Proteccion”. Respecto a las
variables “Sex0” no se encontré significancia para las variables respuesta, ni en la prueba de

Fisher, ni en las regresiones multiples.

El Andlisis de varianza para las variable proteccion respecto a las Comunas, mostré
diferencias significativas entre estas (p=0,0005) y el andlisis post-hoc mostré que dichas
diferencias se encontraban especificamente entre las comunas 1 vs. 6 y 12 y la comuna 3 vs.
6, 7y 12. En cuanto a los grupos de edad, concordante a lo obtenido mediante la prueba de

diferenciacion poblacional de Raymond y Russet (1995), se encontro para el analisis de
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varianza que el grupo de 13 a 26 afios es significativamente diferente al grupo de 8 meses a

12 afos y al grupo de 27 a 93 afios (p=0,01).

Tabla 4. Prueba de independencia y regresion multinomial y ordinal para las diferentes
variables de estudio.

Variables respuesta
Mutacion Mutacion Combinacién

Hbs Duffy  HbSyDuffy - roteccion
) Sexo 0,8030 0,8731 0,8872 0,8775
Variables gqaq categorizada  0,0010 0,2603 0,0333 0,0029
(test de Fisher)
Comuna 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000
Sexo 0,6245 0,9345 0,8909 0,7944
+

Factores Edad categorizada  0,0047 0,1746 0,0846 0,0209
(Regresion) * 0,0503 0,0000 0,0001 0,0024

Comuna ' ' ' '

color rojo= valores significativos (p<0,005)

Teniendo en cuenta lo obtenido en las pruebas de independencia de Fisher y las regresiones
maultiples, se calcularon prevalencias mediante andlisis bayesiano para las variables
“Comuna” y “Edad” respecto a la variable proteccién (figura 4 y tabla 5).

Con respecto a los rangos de edad, en los tres grupos se encontrd que la categoria “Unica
proteccion” era la predominante, seguida de “Unica parcial”. Sin embargo, aunque para los
rangos “8 meses a 12 afos” y “27 - 93 anos” la tercera variable en prevalecia era “Ninguna
proteccion” seguida de la “doble proteccion”, para el grupo de 13 a 26 afios la categoria
“doble proteccion” es igual de prevalente que “Ninguna proteccion” con 8,2%. Finalmente,
la proteccion “doble parcial” fue la de menor prevalencia en todas las categorias, estando

mayormente representada en los grupos de 13 a 26 afios con un 5,41% (figura 4).
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Figura 4. Gréfico de tortas de los grupos de edad respecto a los 5 niveles de proteccion.

En términos generales, todas las comunas presentaron la mayor prevalencia de individuos

con “Unica proteccién”, con frecuencias entre 40,3% - 63,5 %, seguido de la categoria “linica

parcial” (23,4 — 43,1%). Las comunas que presentaron la mayor prevalencia de “doble

proteccion” fueron la 1y 3, con 18% y 10,3%, respectivamente. Por otro lado, las comunas

7, 6, 12 y 10 mostraron una mayor prevalencia de individuos ‘“sin proteccion” con

prevalencias de 26,8%, 19,4%, 17;7% y 13,6% respectivamente. Todas las protecciones

estuvieron presentes en las 12 comunas excepto, la doble proteccion, que no estuvo presente

en ningun individuo de la comuna 4, y la doble proteccion parcial, que no estuvo presente en

las comunas 2, 5, 6 y 11 (figura 4, tabla 5).
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Tabla 5. Prevalencias de la variable “Proteccion” para cada una de las 12 comunas de la
ciudad de Buenaventura

Proteccion
Doble Doble Unica o . . N
completa parcial completa Unica parcial Ninguna Total
6> 2 17 8 4 37
1 18%** 7,7% 46,1% 23% 12,8% 4,6%"*
(13,6-21,7)*** (45-10,1) (40,7-515) (183-279)  (89-160)  (412-51)
1 0 25 16 2 44
2 4,3% 2,2% 56,5% 36,9% 6,5% 5,48%"*
(2,12-58)  (063-30) (51,5-61,5)  (31,8-416) (3,8-84) (4,9-59)
5 1 35 12 3 56
3 10,3% 3,4% 62% 22,4% 6,8% 6,94%*
(7,3-21,7) (1,6 -4,6) (57,7 -66,4) (18,5-25,9) (4,4-8,7) (6,3-7,5)
0 1 52 26 7 86
4 1,1% 2,3% 60,1% 30,7% 9,0% 10,60%"
(0,33-0,16)  (1,1-3,0) (56,7-63,6)  (27,3—34,0) (6,8—-10,9)  (9,8-11,3)
1 0 38 19 2 60
5 3,2% 1,6% 62,9% 32,2% 4,8% 7,44%*
(1,5-43) (0,46 -2,2) (588-67,1)  (28,1—36,1) (2,8-6,2) (6,8 —8,0)
1 0 28 24 12 65
6 3,0% 1,5% 43,4% 37,4% 19,4% 8,0%"
Comuna (1,4-39)  (043-20) (392-475  (334-361) (159-224)  (7,3-856)
3 1 20 13 13 50
7 7,6% 3,8% 40,3% 26,9% 26,8% 6,20%*
(4,9-97) (1,8-52) (357-447) (22,6-30,9  (22,5-30,8) (5,6 —6,7)
2 3 25 24 2 56
8 5,13% 6,9% 44,8% 43,1% 5,2% 6,95%"
(3,0-6,7) (0,43-2,0) (40,2-49,1) (38,7 —47,4) (3,0-6,8) (6,3—7,5)
2 1 46 16 7 72
9 4,0% 2,7% 63,5% 23% 10,7% 8,89%*
(2,3-5,3) (1,3-37) (599-67,3)  (19,5-26,2) (8,1-12,9) (8,2—9,5)
4 0 33 25 9 71
10 6,8% 1,3% 46,5% 35,6% 13,6% 8,75%*
(4,7 - 8,6) (04-19) (425-505) (31,8-39,3)  (10,7-16,2) (8,0-9,4)
3 0 33 21 3 60
11 6,4% 1,6% 54,8% 35,5% 6,4% 7,43%*
(4,2-82) (048-22) (515-61,5)  (31,3-39,5) (4,1-82) (6,8—8,0)
5 5 68 56 28 162
12 3,6% 3,6% 42% 37, 7% 17,7% 19,78%"*
(2,6 —4,5) (26-45) (395-446) (32,3-37,2) (155-19,6)  (18,9-20,8)
33 14 420 260 92
Total 4,1% 1,8% 51,27% 31,78% 11,33% 819
(3,6 — 4,6) (15-21) (50,0-52,4) (30,7-32,8) (10,5-12,0)

*frecuencia absoluta; **frecuencia relativa o prevalencia dentro de la comuna; ***Regidn de credibilidad; +frecuencia
calculada relativa al total; color “rojo”= comunas que muestran las diferencias segun la prueba post-hoc.
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Figura 5. Gréfico de tortas de las 12 comunas de Buenaventura respecto a los cinco niveles
de proteccion.

6.4.3 Comparacion con otras poblaciones de Colombia

Al realizar las pruebas de diferenciacion poblacional y de homogeneidad para la poblacion
de Buenaventura respecto a las reportadas en Colombia para los genes Duffy y HbS se
encontrd lo siguiente: para el gen Duffy, la poblacion de este estudio es significativamente
diferente en cuanto a la distribucion de las frecuencias genotipicas de la poblacion de
Buenaventura (p= 0,0001) y Tierra alta (p<0,0001) reportadas por Vallejo y colaboradores

(2015), distinta a la poblacién de la Italia, corregimiento de Chocd, reportada por Gonzales
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y colaboradores (2012). Sin embargo, la poblacion de estudio no fue diferente con respecto

a la poblacion de Tumaco (p>0,5751) reportada por Vallejo (2015) (tabla 6).

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas para el gen Duffy de distintas poblaciones

Colombianas.
Genotipo
Boblacion FYBESFYB® FYA/FYA FYB/FYB FYA/FYB FYA/FYBS FYB/FYBES Eqﬂl'_'\'/'\ol”o
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (valor p)
Buena\(/ent8u1rg)-Va||ea 55,80 2,69 2,44 5,98 18,93 14,16 0,0000
n=
Buena\(/enZlg%-Va"eb 56,60 8,50 2,80 7,50 14,20 10,40 0,000
n=
Tumegcol-wl\(l)f;lriﬁob 53,60 4,10 2,10 5,20 21,60 13,40  0,0049
n=
Tierra letaz-%fdobab 3,00 24,20 15,20 29,30 10,10 18,20 0,0007
n=
La |t?|ia3-108;1océc 16,04 15,41 18,87 48,11 0,94 0,63 0,0000
n=
FYA FYB FYBES
Frecuen(c(;;l ; alelicas Buenaventura actual 15,32 13,00 71,67
Buenaventura rural 19,35 11,75 68,90
Tumaco 17,50 11,40 71,10
Tierra alta 43,90 38,95 17,15
Choco 18,50 25,50 56,00

3Estudio actual; ®Vallejo et al. 2012; °Gonzales et al. 2012.

Para el gen HbS, se encontr6 que la poblacion de Buenaventura de este estudio es
marcadamente diferente en sus frecuencias genotipicas respecto de la poblacion de Cali
(Valle), reportada por Satizabal y colaboradores (2013) méas no para las demés poblaciones
reportadas en Colombia como Buenaventura, San Andrés y Providencia, Cartagena (Alvear

etal., 2012; De Bernal et al., 2010; Bernal et al., 1995; Silva et al., 1998).
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Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas para el gen HbS de distintas poblaciones

colombianas
Genotipo
Frecuencias Equilibrio H-W
AA AS SS alélicas (%) (valor p)
Poblacion (%) (%) (%) A S
a
Buenaventura — Valle 93,89 5,98 012 9689 311 0,5537
(n=819)
Buenaventura — Valle® 92,98 7,02 0,00 96,49 3,51 1,0000
(n=242)
Buenaventura — Valle® 94,89 5,11 0,00 97,45 2,55 1,0000
(n=372)
San Andrés y Providencia® 93,01 6,80 0,18 96,42 3,58 0,5064
(n=544)
Cartagena — Bolivar® 92,17 6,96 0,87 9565 435 0,0581
(n=230)
Cartagena — Bolivar' 95,44 4,56 0,00 97,72 2,28 1,0000
(n=1711)
Cali - Valle 97,59 2,40 0,01 98,79 1,21
(n=10000) 1,0000

3Estudio actual; "Moyano & Méndez, 2005; “De Bernal et al., 2010; “Bernal et al. 1996; ®Silva et al. 1998; "Alvear

etal., 2012

6.5 DISCUSION

Como muestran las pruebas de independencia y regresién, las variables edad (por categorias)

y comuna parecen estar relacionadas o influenciando de alguna manera el patréon de los

diagnosticos moleculares de las mutaciones en los genes HbS y Duffy, asi como la

combinacion de estos en la variable “proteccion”. Con respecto a la edad, tal como lo mostro

la prueba de diferenciacion poblacional y como se puede apreciar en la figura 4, el grupo de

edades de 13 a 26 afios presenta una distribucion diferente en cuanto a las categorias de la

variable proteccion respecto a los otros grupos de edad. En este grupo en particular, se
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observa como la frecuencia de ambos genotipos que confieren la resistencia de la infeccién
malarica (AS y FYBES/FYBES) se encuentran en su frecuencia mas alta (figura 4), ademas de
presentar una mayor proporciéon de la categoria “doble proteccion” y “doble proteccion
parcial” y una disminucion de la categoria “ninguna proteccién”, comparado a los otros
grupos de edad. Asi que se podria afirmar que este grupo muestra una mayor proporcion de
mutaciones genéticas que le podrian conferir mayor resistencia a la infeccion malarica
comparada con las otras edades o, en otras palabras: los otros grupos de edad, como los
menores de 12 afios y los mayores de 26 podrian ser mas susceptibles a la infeccion por
malaria. Para el Valle del Cauca y en particular Buenaventura, se han registrado los mayores
casos de malaria principalmente en individuos de 15 a 45 afios, pero la letalidad predomina
en los mayores de 60 afios y menores de 5 afios (Fernandez et al., 2009). Los diversos estudios
reportados hasta el momento para la ciudad de Buenaventura, y deméas zonas endémicas de
malaria en el pais, muestran que las tasas de infeccién de malaria incrementan con la edad,
presentando las mayores tasas de infeccion en los adolescentes y adultos jovenes, pero
empieza a disminuir en los adultos mayores (Fernandez et al., 2009; Mendez & Carrasquilla,
1995; Mendez, et al., 2000). Este patrén ha sido asociado con factores de comportamiento de
estos grupos de individuos, estando los jévenes y adultos mas expuestos por sus actividades
laborales que en muchos casos incluye movilizarse por el area rural y de esta forma estan
mas expuestos a la picadura del mosquito. Por otro lado, nifios pequefios y adultos mayores,
debido a sus actividades, generalmente se encuentran menos expuestos y presentan las
frecuencias mas bajas de infeccién (Mendez et al., 2000; Ortega et al., 2015). Sin embargo,
y algo muy acorde a lo encontrado en este estudio, a pesar de que las edades de mayor tasa

de infeccion han sido los adolescentes y adultos jovenes, estos al parecer sobreviven mas a
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esta infeccion que aquellos individuos de otras edades (Fernandez et al., 2009), sobre todo
mas que los menores de 5 afios quienes representan aproximadamente el 70% de las muertes
por malaria en el mundo (WHO, 2017). Lo anterior apoya aun mas la hipétesis de que este
grupo en particular manifiesta menor mortandad debido las mutaciones genéticas de
resistencia estudiadas. Hay que recordar que el hecho de portar el genotipo AS no implica
que el individuo no vaya a infectarse por el Plasmodium falciparum y adquirir la enfermedad.
La resistencia que confiere este genotipo va enfocada a como el organismo hace frente a la
enfermedad: los individuos AS pueden contraer la malaria, pero sus eritrocitos presentan
menores tasas de infeccion que aquellos de individuos sin el rasgo; presentan menor
incidencia de las dos formas de malaria grave: malaria cerebral y la malaria con anemia
severa; y por ende, los individuos heterocigotos rara vez mueren de malaria (Luzzatto, 2012;
Olumese et al., 1997). Por otro lado, los individuos Duffy negativo tampoco estan exentos
de sufrir infeccidon de Plasmodium vivax, al parecer han surgido cepas de este parasito que
tienen la capacidad de invadir los eritrocitos por una via distinta a la del antigeno Duffy
(Ménard et al., 2010; Russo et al., 2017). Sin embargo, son casos que han sido asociados a la
inmunidad de grupo: al aparecer gran cantidad de individuos Duffy negativos pueden actuar
de manera similar a la inmunidad colectiva para reducir la transmision y, en consecuencia,
proteger a los individuos Duffy positivos de la malaria vivax. Por otro lado, en poblaciones
con altas frecuencias de Duffy positivos, el P. vivax tiene una mayor oportunidad de invadir
los eritrocitos Duffy-negativos, ademas de haber pasado por todo el reservorio de proteinas
receptoras eritrociticas de los individuos que le permiten optimizar su infeccién (Zimmerman
et al., 2013). Asi que, tener genotipos de “resistencia” no hace al individuo inmune de

adquirir la enfermedad, pero esta relacionada con cémo enfrenta el organismo el desarrollo
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de esta, sin olvidar la proteccién o inmunidad de grupo que confiere a una poblacion presentar
altas frecuencias de estos genotipos. Hacen falta estudios que diluciden si en la poblacion
esta ocurriendo la infeccion de P. vivax exclusiva en individuos Duffy negativos en
Buenaventura, porque en al menos lo reportado hasta el momento en poblacién mestiza, afro
e indigena del Chocd, solo se encontr la poblacion de P. vivax en individuos Duffy positivos

(Gonzélez et al., 2012).

Ahora, las comunas con una mayor prevalencia de individuos con genotipos de proteccion
respecto a las otras categorias fueron la 1 y 3, en contraste, las comunas con mayor
prevalencia de genotipos sin proteccion fueron la 6, 7 y 12. Los reportes entre 1987 y 1993
muestran que las comunas con menores tasas de morbilidad malérica hansido la 1, 2, 3,4y
5 (Mendez & Carrasquilla, 1995), manteniéndose la 1, 4 y 5 como las comunas con menores
tasa de infeccion en el 2016 y 2017 (Perea, 2016, 2017). Estas comunas se ubican en la zona
insular de la Buenaventura urbana, la zona més antigua de la ciudad, en sus inicios conocida
como la Isla Cascajal (Pérez, 2007). Al parecer estas comunas por su antigliedad han tenido
mayor tiempo para que la seleccion trabaje en sus habitantes para adaptarse mediante
genotipos que confieren resistencia a la malaria, como lo son el HbS y Duffy (la accion de
seleccion sobre esta poblacion se discutira con mayor detalle en el capitulo Il de este
documento). Los encontrado en este estudio concuerda con lo ya mencionado ya que las
comunas con mayor porcentaje de individuos con “doble proteccion” se encontraron en esa
zona insular: las comunas 1 y 3, con 18% y 10,3%, respectivamente. La comuna 5 por su
parte fue la que presentd mayor porcentaje de individuos con “Unica proteccion completa”

con 62,9% (figura 4).
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Por otro lado, las comunas con una mayor prevalencia de individuos “sin proteccion” fueron
las 6, 7, 10 y 12 con prevalencias de 19,4%, 26,8%, 17;7% y 13,6% respectivamente (figura
5). Esto fue concordante con lo obtenido en el analisis post-hoc del anélisis de varianza,
donde estas comunas marcaron la significancia obtenida del anélisis total. Entre 1987 y 1993
en la zona urbana de Buenaventura, los mayores casos de morbilidad malarica se reportan en
las comunas 9, 10 y 12, (Moyano & Méndez, 2005). En el 2016 estas tres comunas siguieron
siendo las mas afectadas, al igual que en el 2017, a excepcidn de la comuna 9 que salié de
este grupo para ser reemplazada por la comuna 11 (Perea, 2016, 2017). Situacion opuesta a
las comunas con las tasas mas bajas de infeccion, estas Ultimas corresponden
geogréficamente a la zona continental de la Buenaventura urbana, y que al parecer es la zona
que desde hace 30 afios 0 mas esta siendo la mas afectada en cuanto a casos de infeccion
malérica, sobretodo la comuna 12, la cual representa casi el 20% de la poblacion urbana.
Hace 17 afios se le atribuyd esta vulnerabilidad en cuanto a infeccion malérica, al hecho de
ser comunas con alta proporcion de necesidades basicas insatisfechas, alta densidad de
bosque, y donde existen focos naturales del mosquito (Olano et al., 1997). Y aunque se han
implementado factores de proteccion y prevencidn por parte de la comunidad, que al parecer
han afectado positivamente estas tasas de infeccién y mortandad de malaria (Alvarado et al.,
2006), las estadisticas indican que estas comunas fueron y continlan siendo las mas
vulnerables en cuanto a contraer infeccién maléaria, y no solo por factores humanos y sociales,
sino porgue genéticamente, segln lo encontrado en este estudio, son las que presentan menor
frecuencia en cuanto a genotipos de proteccion, tanto para malaria vivax como la malaria

falciparum (Perea, 2016, 2017). Asi que seria oportuno priorizar sobre estas comunas al
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momento de llevar a cabo estudios epidemioldgicos y campafias de prevencion y atencién de

salud sobre paludismo en la zona urbana de la ciudad de Buenaventura.

Con respecto a la prueba de diferenciacion poblacional, el hecho de haber encontrado a la
poblacion de Buenaventura con una distribucién de frecuencias genotipicas diferente a la
poblacion de Buenaventura de Vallejo y colaboradores (Vallejo et al., 2015), da un indicio
de que la poblacion urbana no puede equipararse a la rural al menos con respecto al sistema
Duffy. La poblacion rural de Buenaventura de estos autores estuvo compuesta por los
corregimientos de Punta Soldado, Zacarias y La Delfina, y este ultimo, especialmente fue el
que mostré la mayor frecuencia de Duffy positivo (explicado quizas por el alto componente
indigena de la zona) cambiando asi la distribucion de frecuencias con el incremento del alelo
FYA vy la frecuencia del genotipo FYA/FYA en la poblacion (tabla 6). Caso similar ocurre
con la poblacién de Tierra Alta (Cordoba) y la Italia (Choco), las cuales muestra frecuencias
genotipicas del gen Duffy completamente diferentes a las otras poblaciones y esto se
evidencia por su frecuencia significativamente alta de Duffy positivo, tanto parael alelo FYA
como FYB, lo cual se le atribuye a su alta mezcla con poblacion indigena y bajos patrones

de migracion de afrodescendientes (Vallejo et al., 2015).

Referente al gen HbS, las frecuencias genotipicas de la poblacion de Buenaventura de este
estudio no fueron significativamente distintas a las de otras poblaciones (tabla 7)
exceptuando la poblacion de Cali (Satizéabal et al., 2013) lo que concuerda ya que, de todas
las poblaciones reportadas, esta es la que presenta menor porcentaje de poblacion

afrodescendiente (aproximadamente 40%) y por tanto menor frecuencia de alelo HbS que las
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demas. Con respecto al equilibrio Hardy-Weinberg, todas las poblaciones comparadas
respecto a este alelo no presentaron desviacion del equilibrio H.W (tabla 7). Contrario al gen
Duffy, donde ninguna poblacion de las reportadas, incluyendo la de este estudio, se encuentra
en equilibrio Hardy-Weinberg. Esto ultimo es el primer indicio de algin proceso de cambio
de frecuencia génica puede estar influyendo, ya que las frecuencias alélicas y genotipicas no
estan siendo constantes a través de las generaciones (esto se discutira en mejor detalle en el

siguiente capitulo de este documento).

6.6 CONCLUSIONES

6.6.1 Los adolescentes y adultos jovenes estan presentando mayor porcentaje de genotipos
de resistencia a la infeccion malérica en la ciudad de Buenaventura, al igual que las

comunas 1y 3 pertenecientes a la zona insular y mas antigua de la Isla.

6.6.2 Los menores de 12 afios y mayores de 26 podrian ser mas susceptibles a la infeccion
por malaria a causa de su baja frecuencia en genotipos de resistencia, al igual que las

comunas 6, 7, 10 y 12 correspondientes a la zona continental de la ciudad.

6.6.3 La poblacion urbana no se puede equiparar completamente a la poblacion rural de
Buenaventura para el gen Duffy debido a la diferencia en sus frecuencias alélicas y
genotipicas, conferido en gran parte a la gran proporcion de poblacion indigena que

habita la zona rural.
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7. CAPITULO II

EVALUACION DE SELECCION NATURAL SOBRE LOS GENES DUFFY Y

HEMOGLOBINA S EN UNA MUESTRA POBLACIONAL DE BUENAVENTURA

7.1 RESUMEN

La malaria es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y ha sido sugerida
como el tipo méas potente de seleccion en los seres humanos. En regiones de poblacion
afrodescendiente y donde la malaria es endémica, se ha encontrado altas frecuencias de
polimorfismos que confieren resistencia a la malaria, algunos de los cuales muestran
interacciones, tanto positivas como negativas, entre si. El objetivo de este capitulo fue
evaluar la accion de seleccion, tanto individual como conjunta, de los genes HbS y Duffy,
los cuales proporcionan resistencia a la infeccion del P. falciparum y P. vivax, en la poblacion
urbana de Buenaventura. Se analizaron 819 individuos en un muestreo aleatorio estratificado
en cada una de las 12 comunas de la ciudad. El analisis molecular se realiz6 por PCR-RFLP
y se llevaron a cabo analisis de desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg, desequilibrio de
ligamiento, neutralidad, correlaciones y calculo de coeficientes de seleccion y fitness
mediante los programas Arlequin 3.5.2.2 y R 3.4.1. La poblacion en general mostrd
neutralidad y equilibrio Hardy-Weinberg para el gen HbS, mas no para el gen Duffy, siendo
los genotipos FYA/FYB, FYA/FYBE® y FYB/FYBES responsables de esta desviacion. Se

encontré desequilibrio de ligamiento entre el locus HbS y la region promotora del gen Duffy,
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un aumento de fitness de la combinacion genotipica AS*FYBES/FYBES sobretodo en los
adolescentes y adultos. Ademaés de una fuerte correlacion entre estos genotipos (Rho=90%,
p=0,001) y un comportamiento similar de cambio de frecuencias en las distintas edades,
evidenciando una posible accién de seleccion conjunta para estos dos alelos (coadaptacion)
0 epistasia para fitness. En este capitulo se presenta evidencia de la accion seleccion natural
en las frecuencias alélicas de los genes HbS y Duffy en la poblacién urbana de Buenaventura,
seleccion que, segun lo evidenciado, depende mucho de la estratificacion de la poblacion por

rangos de edad.

Palabra clave: Buenaventura, seleccion, malaria, fitness, coadaptacion.

7.2 OBJETIVOS

7.2.1 Objetivo general
Evaluar la accion de seleccion natural para los genes Duffy y HbS en la poblacién de

Buenaventura.

7.2.2 Objetivos especificos

7.2.2.1 Verificar si la frecuencia de los genotipos del gen Duffy y HbS se mantiene en
equilibrio Hardy- Weinberg o presenta algun tipo de variacion.
7.2.2.2 Evaluar el desequilibrio de ligamiento y neutralidad en los genes Duffy y HbS y

calcular los respectivos coeficientes de seleccidn y fitness para estos genes.
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7.2.2.3 Calcular si existe correlacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas entre los
genes HbS y Duffy, y si estos genotipos de resistencia en conjunto contribuyen a

mejorar el fitness, o por el contrario, no hay evidencia de interaccion entre ellos.

7.3 MATERIALES Y METODOS

7.3.1 Poblacion, tipo de estudio y diagnostico molecular.

La poblacion, tipo de estudio, diagndstico molecular y la base datos son los mismos
propuestos en el capitulo 1. Los andlisis de los datos son diferentes, y se describen a

continuacion.

7.3.2 Analisis de datos

7.3.2.1 Diferenciacion poblacional, equilibrio Hardy-Weinberg y test de neutralidad

Se llevo a cabo la prueba exacta de diferenciacién poblacional de Raymond y Rousset (1995)
donde se evalud cada uno de los genes para los tres rangos de edad trabajados en el capitulo
I. El equilibro Hardy-Weinberg se evalu6 para cada gen en particular, para la poblacion total
y cada grupo de edad (grupo 1: 8 meses a 12 afios; grupo 2: 13 a 26 afios; grupo 3: 27 a 93
afios). Ademas, se evalud la desviacion de la neutralidad de los distintos loci a estudiar

mediante la prueba de neutralidad de Ewens-Watterson (1972) y la prueba Chakraborty
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(1990). Todas las pruebas mencionadas se llevaron a cabo con el paquete estadistico Arlequin

version 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010).

7.3.2.2 Desequilibrio de ligamiento, correlacion y coeficientes de seleccion.

El desequilibrio de ligamiento se calculé con el paquete Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier &
Lischer, 2010) teniendo en cuenta los loci de ambos genes (tabla 8). Mediante el software R
3.4.1 (R Core Team, 2017) se calculd el coeficiente de correlacion de Sperman entre los
alelos S (gen HbsS) y FYBE® (gen Duffy), y los dos genotipos principales de la resistencia a
la malaria: el FYBES/FYBE® y el heterocigoto AS, asi como la correspondencia de estos
genotipos a la edad de los individuos, graficando y calculando lineas de tendencia con sus
respectivos coeficientes de determinacidn. Para los distintos analisis mencionados se us6 un

valor de 0.05 como maximo error tipo | aceptado.

Tabla 8. Descripcidn de los tres loci de estudio.

Gen Alelos Locus
HbS A/S 1
Region promotora o 5
puify 4 GATA
Region codificante
DARC AIG 3

Los valores de fitness, coeficientes de seleccion y excesos promedios fueron calculados para
cada gen por separado, para ambos en conjunto y teniendo en cuenta los tres grupos de edad.

Teniendo asi tres comparaciones diferentes: 1) grupo 1 vs. 2, 2) grupo 1 vs. 3;y 3) grupo 2
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vs. 3. El valor de fitness correspondié al cociente de las frecuencias del grupo de mayor edad
vs, el de menor edad, y fueron reportados relativos al genotipo de mayor valor de fitness. Los
coeficientes de seleccion se calcularon como la diferencia de la unidad a cada valor de fitness
(los coeficientes alélicos se reportan relativos al mayor). Los excesos promedios se

calcularon segun la siguiente ecuacion (Templeton, 2006):

- 1 _
zaA (Wap — W) + 5244 (Waq — W)

P

ady =

Donde an es el exceso promedio del fitness del alelo A; zAA/p y ¥%zAa/p son la probabilidad

condicional de encontrar un gameto portador en los genotipos AA y Aa, respectivamente;

wAA y wAa son los valores de fitness del genotipo AA y Aa, respectivamente y W es el

fitness promedio de la poblacion.

También se calculd el fitness para cada uno de los dos genes, HbS y Duffy, con el promedio
ponderado de cada fitness de los distintos genotipos en las distintas comparaciones de grupos
de edad. Finalmente se evalu6 el aporte de cada combinacién genotipica del gen HbS junto
con el gen Duffy calculando las diferencias en fitness para cada combinacion genotipica

restandole a estas el producto del fitness individual de cada genotipo.
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7.4 RESULTADOS

7.4.1 Equilibrio Hardy — Weinberg, test de neutralidad y desequilibrio de ligamiento.

Al analizar los diferentes grupos de edad tratados en el capitulo | para cada uno de los genes,
se encontraron diferencias significativas para el gen HbS, mas no para el gen Duffy, sin
embargo, se decidid tener en cuenta los tres grupos de edad en los diferentes anélisis para
ambos genes. En general, la poblacion se encontré en equilibrio Hardy-Weinberg, para el
gen HbS y la region codificante DARC del gen Duffy (p=0,5515 y p=0,2251
respectivamente), mas no para la regién promotora GATA del gen Duffy (p<0,000) (tabla 9).
Por lo anterior, se calcularon valores de probabilidad mediante la prueba x? para determinar
cuales eran los genotipos que estaban aportando a dicho desequilibrio H-W en el gen Duffy,
encontrando a los genotipos FYA/FYB, FYA/FYBE® y FYB/FYBES responsables de esta
desviacién (tabla 10). Las pruebas de neutralidad de Ewens-Watterson (p=0.6850) y
Chakraborty (p=0.3386) no presentaron desviacion de la neutralidad, es decir, los tres loci

analizados podrian ser considerados como neutrales.

Tabla 9. Equilibrio Hardy-Weinberg para los tres locus de estudio de la poblacion de
Buenaventura.

Heterocigosidad Heterocigosidad
Poblacion Observada (%0) Esperada (%0) Probabilidad H-W
L1* L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3

8 meses - 12 afios 2,6 416 27,3 2,6 415 264 1,0000 1,0000 1,0000
13 - 26 afios 124 338 221 129 378 258 0,5047 0,2691 0,0999
27 - 93 afos 54 309 243 53 40,9 255 1,0000 0,0000 0,2956

Poblacion total 59 335 248 6,0 406 259 0,5515 0,0000 0,2251

*L=locus; color rojo= valores significativos (p<0,005)
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Tabla 10. Valores esperados para el gen Duffy en la poblacién de 27 a 93 afios.

Genotipo FYBES/FYBE FYA/FYA FYB/FYB FYA/FYB FYA/FYBES FYB/FYBES  Total

F.Observada 278 (55,94)* 14 (2,82) 14(2,82) 37(7,44) 84(16,9) 70 (14,8)
497
F.Esperada 254 (51,2) 11(2,25) 9(1,84) 20(4,07) 106(21,41) 96 (19,4)

Probalidad 0,1250 0,3967 0,1105 0,0002 0,0297 0,0071 0,000

* frecuecnia relativa (%); color rojo= valores significativos (p<0,005)

En general, la poblacién se encontr6 en desequilibrio de ligamiento para el locus 1 (mutacion
HbS) respecto al 2 (region promotora del gen Duffy) y el 1 respecto al 3 (region codificante),
al igual que para el grupo de 27 a 93 afios. Los demas grupos de edad no presentaron
desequilibrio de ligamiento en estos grupos de locus (tabla 9). Se debe tener en cuenta que
es de esperar que el locus 2 respecto al 3 siempre muestren desequilibrio de ligamiento,
porque se trata de la regién promotora y codificante del gen Duffy, respectivamente (por eso

estas probabilidades no se sefialan en rojo en la tabla 11).

Tabla 11. Desequilibrio de ligamiento para las diferentes combinaciones de los tres locus

de estudio de la poblacion de Buenaventura.

Poblacion Probabilidad DL
L1vs. L2 (DE*) L1 vs. L3 (DE) L2 vs. L3 (DE)
8 meses - 12 afios 0,5080 (0,0050) 1,0000 (0,000) 0,0000 (0,000)
13 - 26 afios 0,2165 (0,0043) 0,1221 (0,0027) 0,0000 (0,000)
27 - 93 afios 0,0022 (0,0004) 0,0515 (0,0022) 0,0000 (0,000)
Total 0,0020 (0,0000) 0,0030 (0,0000) 0,0000 (0,000)

*DE= Desviacion estandar; color rojo= valores significativos (p<0,005)
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7.4.2 Correlaciones genotipicas y alélicas

Al realizar la correlacion de los genotipos y de los alelos para ambos genes, se encontr6 una
correlacion positiva (Rho=0,9) y significativa (p=0,001) entre los genotipos AS y
FYBES/FYBE® (tabla 12), que al graficarse presentd una linea de tendencia polindémica de
orden 4 y un indice de determinacion del 98% (figura 6-a). En contraste, no se encontro
correlacion significativa para el genotipo AS con los otros genotipos del gen Duffy (tabla
12). En cuanto a las correlaciones alélicas, se encontré una correlacion positiva significativa
para los alelos S y FYBE® (Rho= 0,843, p=0,004) y una grafica con tendencia lineal y un
indice de determinacién del 77% (figura 6-b). Por otro lado, al graficar los genotipos AS y
FYBES/FYBES con respecto a la edad de los individuos, se encontraron graficas muy
similares, con linea de tendencia de tipo polinémica de orden 6. Para ambos genotipos, se
puede apreciar un descenso en la frecuencia en los primeros afios de vida, teniendo la
frecuencia mas baja alrededor de los 8 afios. De ahi se observa un aumento en la frecuencia
a la edad de 10 afios y un pico de frecuencia méxima alrededor de los 15 afios. Luego ocurre
una disminucion de la frecuencia del genotipo, que luego se eleva ligeramente a partir de los
30 afios (este incremento se hace menos marcado en el genotipo AS). Finalmente, ambos

genotipos estabilizan sus frecuencias partir de los 45 afios (figura 7).
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Genotipo FYBES /FYBES

y = 3959,4x* - 1089,2x3 + 73,078x? + 1,0899x + 0,4316
R?>=0,98
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Figura 6. a) Correlacion de los genotipos FYBES/FYBES y AS. b) Correlacion de los alelos
FYBES y S (el punteado azul en ambas gréficas corresponde a la linea de tendencia que
mejor se ajusta a los puntos).

Tabla 12. Correlaciones genotipicas y alélicas para el gen HbS vs. el gen Duffy

FYBES/FYBES FYA/FYA FYB/FYB FYA/FYB FYA/FYBES FYB/FYBES

0.000* 0,536 0,000 20435 20,552 -0.268
Genotipos  AS
0,001%* 0,137 1,000 0,242 0,123 0,486
FYBES FYA FYB
0.843 20,166 20592
Alel s ’ ’ ’
el0s 0,004 0,670 0,093

*Coeficiente de correlacién de Sperman; **probabilidad; color rojo= valores significativos (p<0,005)
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Figura 7. Grafica de los genotipos de proteccion FYBES/FYBES (color azul) y el genotipo

AS (color rojo) respecto la edad.

7.4.3 Fitness, coeficientes de seleccion y excesos promedios

Los valores de fitness, coeficientes de seleccion y excesos promedios fueron calculados para
cada gen por separado, para ambos al tiempo y teniendo en cuenta los tres grupos de edad.
Cuando se evaluaron los fitness para ambos genes a la vez, se encontré que tanto para la
comparacion 1 (grupo 1 vs 2) y la comparacion 2 (grupo 1 vs. 3) el fitness mas alto
correspondié a la combinacion AS*FYBES/FYBES (tabla 13 y 14). La comparacion 3 (grupos

2 vs 3) mostro una tendencia completamente distinta: el valor de fitness mas alto fue para la
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combinacion AA*FYB/FYB, seguida de la AA*FYA/FYB (tabla 15). Para el gen HbS por
separado se obtuvo que para las comparaciones 1 y 2 el heterocigoto AS tuvo fitness mas
alto, a diferencia de la comparacion 3 donde el fitness més alto fue para el genotipo AA. Para
el gen Duffy por separado el fitness méas alto correspondié a los genotipos FYA/FYA y
FYBES/FYBES en la comparacion 1 (tabla 13); FYA/FYB, FYA/FYA y FYB/FYB para la 2
(tabla 14) y los genotipos FYA/FYB y FYB/FYB para la comparacion 3 (tabla 15). El
promedio ponderado de todas las combinaciones mostro los valores de fitness més alto para
las combinaciones AA*FYBES/FYBES, AA*FYB/FYB y AA*FYA/FYB; los genotipos
FYA/FYA, FYB/FYB, FYA/FYB para el gen Duffy y el genotipo AA para el gen HbS (tabla
16). Los valores mas bajos de fitness para todas las comparaciones se encuentran marcados
en rojo en las diferentes tablas (se debe tener en cuenta que los valores de fitness de 0,000 no
se encuentran en rojo porque corresponde a combinaciones que no se encontraron en ningun

individuo).

Con respecto a los coeficientes de seleccion alélicos, para las tres comparaciones, incluyendo
el promedio ponderado, siempre los coeficientes mas altos correspondieron a los alelos S,
FYA y FYB y los mas bajos para elos alelo A y FYBE®. Los excesos promedios en las tres
comparaciones tuvieron valores tanto positivos como negativos para todos los alelos en todas

las comparaciones.
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Tabla 13. Valores de fitness y coeficientes de seleccion para la comparacion N° 1: grupo 1

vs. 2 (8 meses a 12 afios vs. 13 a 27 afos).

Genotipo FYBESFYBES FYA/FYA FYBIFYB FYA/FYB FYA/FYB® FYB/FYBES aot:g
Fitness* Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness
CS** CS CS CS CS CS CS
AA 0,200 0,400 0,067 0,114 0,149 0,119 0,189
0,800 0,600 0,933 0,886 0,851 0,881 -0,811
AS 1,000 0,000 0,200 0,000 0,400 0,500 1,000
0,000 1,000 0,800 1,000 0,600 0,500 0,000
ss 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001
0,800 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 -0,999
Solo 0,560 1,000 0,333 0,286 0,400 0,362
Duffy 0,440 0,000 0,667 0,724 0,600 0,638
Coeficientes de seleccion alélicos: FYBES=0,000 FYA=0,804 FYB=0,870 A=0,117 S=0,602
Exceso promedio: FYB®=0,024 FYA=-0,676 FYB=-0,708 A=-0,003 S=0,712
Fitness promedio del gen: HbS= 0,794 Duffy= 0,561
*Colores de fitness: azul= fitness del genotipo de referencia o “mas favorecido”; morado= valores més altos de
fitnees; rojo= valores més bajos de fitness **CS= Coeficientes de seleccion
Tabla 14. Valores de fitness y coeficientes de seleccion para la comparacion N° 2: grupo 1
vs. 3 (8 meses a 12 afios vs. 27 a 63 afos).
Genotipo FYBES/FYBE® FYA/FYA FYB/IFYB FYA/FYB FYA/FYBES FYB/FYBE® aoblg
Fitness* Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness
CS** CS CS CS CS CS CS
0,353 0,467 0,433 0,514 0,234 0,248 0,470
AA 0,647 0,533 0,567 0,486 0,766 0,752 -0,530
1,000 0,000 0,100 0,100 0,200 0,150 1,000
AS 0,000 1,000 0,900 0,900 0,800 0,850 0,000
sS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 -1,000
Solo 0,701 0,883 0,883 1,000 0,454 0,457
Duffy 0,299 0,117 0,117 0,000 0,546 0,543
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Continuacién de la tabla 14....

Coeficientes de seleccion alélicos: FYB®=0,016 FYA=0,698 FYB=0,608 A=0,000 S=0,896
Exceso promedio: FYBF=0,125 FYA=0,021 FYB=0,089 A=-0,009 S=0,475
Fitness promedio del gen: Hbs=0,983  Duffy=0,710

*Colores de fitness: azul= fitness del genotipo de referencia o el de fitness mas alto; morado= valores altos de
fitness; rojo= valores mas bajos de fitness; **CS= Coeficientes de seleccién

Tabla 15. Valores de fitness y coeficientes de seleccion para la comparacion N°3: grupo 2
vs. 3 (13 — 27 afios vs. 27 — 93 afios).

Genotipo FYBESIFYBES FYA/FYA FYBIFYB FYAFYB FYA/FYBES FYB/FYBES aot:g
Fitness* Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness
CS** CS CS CS CS CS CS
0,272 0,179 1,000 0,692 0,243 0,322 1,000
AA 0,728 0,821 0,000 0,308 0,757 0,678 0,000
0,154 0,000 0,077 0,077 0,077 0,046 0,402
AS 0,846 1,000 0,923 0,923 0,923 0,954 0,598
ss 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Solo 0,358 0,252 0,757 1,000 0,324 0,360
Duffy 0,642 0,748 0,243 0,000 0,676 0,640

Coeficientes de seleccion alélicos: FYBFS=0,076 FYA=0,698 FYB=0,608 A=0,000 S=0,979
Exceso promedio: FYBE=-0,047 FYA=0,018 FYB=0,108 A=0,028 S=-0,616
Fitness promedio del gen: HbS= 0,954 Duffy= 0,405

*Colores de fitness: azul= fitness del genotipo de referencia o el de fitness méas alto; morado= valores altos de
fitness; rojo= valores mas bajos de fitness; **CS= Coeficientes de seleccion
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Genotipo FYBESFYBES FYA/FYA FYBIFYB FYAFYB FYA/FYBES FYB/FYBES aot:g
Fitness* Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness Fitness
CS** CS CS CS CS CS CS
AA 0,291 0,338 0,590 0,509 0,221 0,253 0,629
0,709 0,662 0,410 0,491 0,779 0,747 0,233
AS 0,659 0,000 0,150 0,031 0,270 0,317 0,761
0,341 1,000 0,850 0,969 0,730 0,683 0,000
ss 0,037 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,963 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 -1,000
Solo 0,537 0,653 0,728 0,864 0,392 0,400
Duffy 0,463 0,347 0,272 0,136 0,608 0,600

Coeficientes de seleccion alélicos: FYBF=0,037 FYA=0,35 FYB=0,713 A=0,022 S=0,872

Exceso promedio: FYB®= 0,037 FYA=-0,113 FYB=-0,055 A=0,007 S=0,083
Fitness promedio del gen: HbS= 0,560 Duffy= 0,936

*Colores de fitness: azul= fitness del genotipo de referencia o el de fitness mas alto; morado= valores altos de

dssfitness; rojo= valores mas bajos de fitness; **CS= Coeficientes de seleccion

Finalmente, se evalud el aporte de cada combinacion genotipica del gen HbS junto con el
Duffy encontrando que la combinacién genotipica AS*FYBES/FYBES incrementa el valor
de fitness en cada comparacion de grupo de edad que cuando se consideran el producto de
los fitness por separado (tabla 17), algo que no se observé en las demas combinaciones,
exceptuando la del genotipo AA junto con todos los genotipos del Duffy, mostrando que esta
combinacion también aportaba un incremento de fitness, pero solo considerando la
comparacion #1 (8 meses vs. 13 a 27 afios). Para esta comparacion también se encontro un
incremento del fitness cuando se considera el alelo AS en conjunto con los heterocigotos del

alelo FYBES (tabla 17).
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Tabla 17. Aporte del fitness para cada combinacion genotipica.

AA AS
Genotipo . .
Comparacion  Ind.*  Comb.** Dif*** Ind. Comb. Dif.
1 0,106 0,200 0,094 0,560 1,000 0,440
0,374 0,353 -0,021 0,794 1,000 0,206
FYBES/FYBES

0,890 0,272 -0,618 0,144 0,154 0,010
Promedio 0,529 0,292 -0,238 0,490 0,662 0,172
1 0,189 0,400 0,211 1,000 0,000  -1,000
2 0,470 0,467 -0,003 1,000 0,000  -1,000

FYA/FYA
3 0,627 0,179 -0,448 0,101 0,000 -0,101
Promedio 0,480 0,339 -0,141 0,641 0,000 -0,641
1 0,063 0,067 0,004 0,333 0,200 -0,133
2 0,470 0,433 -0,037 1,000 0,100  -0,900

FYB/FYB
3 1,882 1,000 -0,882 0,304 0,077  -0,227
Promedio 0,958 0,590 -0,367 0,595 0,110  -0,485
1 0,054 0,114 0,060 0,286 0,000 -0,286
2 0,533 0,514 -0,019 1,133 0,100  -1,033

FYA/FYB
3 2,487 0,692 -1,795 0,402 0,077  -0,325
Promedio 1,223 0,509 -0,714 0,680 0,072  -0,608
1 0,076 0,149 0,073 0,400 0,401 0,001
2 0,242 0,234 -0,008 0,514 0,200 -0,314

FYA/FYBES
3 0,807 0,243 -0,564 0,130 0,077  -0,053
Promedio 0,436 0,221 -0,215 0,339 0,189  -0,150
1 0,068 0,119 0,051 0,362 0,500 0,138
2 0,243 0,248 0,005 0,517 0,150  -0,367
FYB/FYBES

3 0,896 0,322 -0,574 0,145 0,046  -0,099

Promedio 0,471 0,253 -0,218 0,339 0,175 -0,164

*Ind= fitness “individual’; **Comb.= fitness “combinado”; ***Dif = diferencia “ind. — comb”.
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7.5 DISCUSION

La poblacion general se encontro en equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) para el gen HbS, mas
no para el Duffy. Se encontro neutralidad para ambos genes y desequilibrio de ligamiento
para estos. Una poblacién grande con apareamiento aleatorio y que mantiene sus frecuencias
genotipicas y alélicas constantes de generacion en generacion, se dice que esta en equilibrio
Hardy-Weinberg (H-W), a menos que existan fuerzas externas que cambien dicho equilibrio
(Falconer & Mackay, 1996). Sin embargo, la poblacion de Buenaventura de este trabajo
claramente se encuentra estratificada por rangos de edad, y estos por tanto deben ser tenidos
en cuenta al momento de los diferentes analisis. Asi, cuando se calcula el equilibrio H-W
para la poblacién general la prueba no revelara discrepancias a menos que el efecto de la
selecciéon sea muy marcado, que es lo que podria estar ocurriendo en este caso para el gen

HbS (Ortega et al., 2015).

Si la poblacién de Buenaventura realmente estuviese en equilibrio H-W, los coeficientes de
seleccidn y fitness no deberian variar mucho al comparar los grupos de edad, y contrario a lo
esperado, estos valores cambian en las distintas comparaciones (tablas 13, 14 y 15),
variaciones que no se alcanzan a detectar si solo se observa la tabla del promedio de estos
valores (tabla 16). Nuevamente, la poblacién de Buenaventura esta mostrando una clara
estratificacion para estos dos genes de resistencia a la malaria y no deberian calcularse
valores de caracter evolutivo considerando solo la poblacion total. Asi que la poblacion de
Buenaventura, al menos para el gen HbS, estaria mostrando un equilibrio H-W general de la
poblacion, que realmente es un equilibrio de “fuerzas” 0 mejor conocido como polimorfismo

balanceado: la seleccién natural favorece una frecuencia alélica intermedia debido a un
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equilibrio estable de contribuciones de fitness positivos y negativos (Templeton, 2006). Lo
anterior es debido a la naturaleza pleiotropica antagonica del gen HbS (Carter & Nguyen,
2011): el gen mutado en heterocigosis genera resistencia a la malaria, y en homocigosis se
genera la anemia de células falciformes. Lo encontrado en este estudio posiblemente
evidencia que el gen HbS en la poblacion general de Buenaventura esta llegando a
frecuencias cercanas a este equilibrio balanceado y las fuerzas que estdn actuando se

compensan entre si, haciendo comportar a este locus como si fuera neutral (Griffiths et al.,

1999). Si se aplica la formula de la frecuencia de equilibrio para un gen letal recesivo Qeq=

S1/(S1+S,) (donde S; es el coeficiente de seleccion del genotipo AA y S; el del genotipo SS)

en la poblacion general de Buenaventura (sin tener en cuenta los estratos de edad) se obtiene
un valor de 0,027, muy cercano al valor 0,031 del alelo S encontrado actualmente. Esto
también explica porque la poblacién no presenta desviacion de la neutralidad segin las
pruebas de Ewens-Watterson y Chakraborty. EI modelo de la neutralidad propone que la
mayoria de variabilidad genética se mantiene por el efecto combinado de la presion de
mutacién y la deriva genética (Kimura, 1991). Pero la sobredominancia de este gen (que fue
observada en las comparaciones 1 y 2) y que claramente involucra la accion de seleccion
natural para el manteamiento de sus frecuencias en las poblaciones humanas (Cavalli-Sforza
& Bodmer, 1971; Eridani, 2011; Piel et al., 2010) muestra que, en efecto, este gen no es
neutral. Sin embargo, el mayor indicio de que los alelos del locus HbS realmente no son
neutrales son los valores de exceso promedio para esos, los cuales tienen un valor distinto de
0 en todas las comparaciones (tablas 13, 14 y 15). El exceso promedio es un valor matematico
que ensefia si la frecuencia de un alelo estd o no siendo alterada por la seleccion natural, y a

qué direccion esta siendo alterada: exceso de promedio positivo indica que la frecuencia del
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alelo incrementar, negativo que disminuird y un valor de 0 que su frecuencia no esta siendo
afectado por la seleccion (Templeton, 2006). Entonces, al igual que el equilibrio Hardy
Weinberg encontrado, la prueba de neutralidad en este caso esta indicando que la poblacion
se comporta “como si fuera neutral”, y esto puede ser debido a que la poblacion lleva mucho
tiempo sometida a seleccion y estd llegando al equilibrio balanceado en sus frecuencias,
evidenciado ademas en que el fitness de todo el gen incrementa de 0,79 a 0,98 (tablas 13, 14
y 15), alcanzando valores cercanos a 1,00 que es donde tedricamente alcanzaria el equilibrio
selectivo porque la poblacion habria llegado a su valor maximo de fitness promedio (Fisher,

1930; Templeton, 2006).

Una historia un poco diferente parece estar mostrando el gen Duffy para sus frecuencias en
la poblacion de Buenaventura: como se mencion0 anteriormente, la prueba H-W muestra
desequilibrio en la poblacion total, la cual se concentra principalmente en las edades adultas
de 27 a 93 afos (tabla 10). Y aunque la prueba de neutralidad al igual que para el HbS no
mostro diferencias significativas, la dominancia del gen Duffy es parcial (no sobredominante
como el otro gen) y la seleccién que opera sobre él es direccional positiva (Hamblin & Di
Rienzo, 2000; Hodgson et al., 2014; McManus et al., 2017). En este caso, la seleccién no
acttia para mantener un equilibrio balanceado en las frecuencias alélicas sino para llevar a la
fijacion al alelo FYBES, como ya ocurri6 en la mayoria de poblaciones del Africa (Howes et
al., 2011). Asi que no se puede afirmar que este gen esté alcanzando el equilibrio en sus
frecuencias alélicas como el HbS, no solo por lo obtenido en la prueba H-W y porque sus
valores de exceso promedio son distintos de 0 (tablas 13, 14 y 15) sino por las fluctuaciones

en los valores de fitness total del gen (variaciones de 0,56 a 0,71 y luego a 0,40 en las
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comparaciones 1, 2 y 3 respectivamente). Ahora, el alelo FYBES mostr6 el menor valor de
coeficiente de seleccion comparado a los otro alelos del gen Duffy, FYA y FYB, (en
promedio 0,037) muy similar a los valores encontrados en otras poblaciones, incluso
africanas (Hodgson et al., 2014; McManus et al., 2017), y aunque las frecuencias més altas
se encontraron para el genotipo FYBES/FYBES, este no es el genotipo que muestra el mayor
fitness en todas las comparaciones (cuando se considera el gen solo), asi que algo mas puede
estar influenciando en sus frecuencias ademas de la seleccion en contra de la malaria vivax.
Cuando se evaluo en detalle cuales eran los genotipos de este gen que estaban aportando al
desequilibrio, se encontr6 que el genotipo FYA/FYB se encuentra en frecuencias mayores a
las esperadas (tabla 10), y los heterocigotos FYA/FYBES y FYB/FYBE® en frecuencias
menores a las esperadas (lo cual es consistente con la perdidad de heterocigosidad encontrada
en este locus (tabla 9)). EI fendbmeno de migracion podria explicar el porqué del incremento
del genotipo FYA/FYB de menores a adultos, y también del incremento del fitness de este
genotipo en los adultos (tablas 14 y 15): aunque en Buenaventura predomina la poblacién
afrodescendiente, ha habido bastante mezcla con otras etnias, incluyendo poblacion indigena
ubicada en la zona rural que presenta baja prevalencia de genotipo FYBES (Vallejo et al.,
2015). El haber encontrado una disminucion de las frecuencias de los genotipos FYA/FYBES
y FYB/FYBE® es contradictorio con lo reportado acerca del potencial del genotipo
heterocigoto en la reduccion de la adhesidn del parasito al eritrocito llevado a cabo en Papua
Nueva Guinea, poblacién endémica para malaria vivax (Michon et al., 2001). Se planetea la
hipdtesis de que quizas esté ocurriendo algin mecanismo de antagonismo pleiotropico
(Carter & Nguyen, 2011) que involucre los genotipos heterocigotos de este sistema, no

considerado por la literatura hasta el momento, donde la ventaja que confiere estos genotipos
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solo se limita a la etapa de la nifiez (cuando una infeccion de malaria puede llegar a ser
mortal) y a los adolescentes y adultos jovenes (los que presentan las mayores tasa de
infeccion), mas que en la edad adulta donde puede haber resistencia adquirida por parte del
individuo a la infeccion maléria (Doolan et al., 2009; Pinkevych et al., 2012). Asi que al
individuo adulto posiblemente no le representa una ventaja el poseer el genotipo Duffy
negativo en estado heterocigoto teniendo en cuenta que aproximadamente la mitad de sus
eritrocitos no estarian realizando el adecuado transporte y depuracion de quimiocinas
circundantes en el organismo: el sistema DARC es un regulador de casi todos los ligandos
de quimiocina CC y CXC, por lo tanto, su antagonismo podria blogquear eficazmente la
compleja red de quimiocinas preinflamatorias, relacionadas con enfermedades que competen
a los adultos como artritis, artero esclerosis e incluso cancer de préstata (Apostolakis et al.,

2011; Lentsch, 2002; Novitzky-Basso & Rot, 2012; Smith et al., 2008).

Ahora, pese a las fuerzas selectivas de naturaleza distinta que operan sobre los genes HbS y
Duffy, pareciera que juntos, estos genes se fortalecen: el mayor valor de fitness ocurre para
la combinacion genotipica AS*FYBES/FYBE® (o también conocida como la variable “doble
proteccion” del capitulo | de este documento) estando conformada por ambos genotipos de
proteccion a los diferentes tipos de malaria que afectan a Buenaventura: la malaria falciparum
y la malaria vivax (INS, 2017; Perea, 2016, 2017; Vallejo et al., 2015). En un estudio previo
realizado en la misma muestra poblacional, se evidencio que la accion de seleccion para el
gen HbS estaba ocurriendo a nivel de los adolescentes (Ortega et al., 2015) y lo encontrado
esta investigacion muestra que no solo se mantiene para este grupo de edad, sino para los

adultos jovenes, y que ademas esta accion de seleccion estéd ocurriendo considerando el gen
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Duffy en compafiia. La combinacion AS*FYBES/FYBE® genotipica no solo muestra que
incrementa el valor de fitness en los adolescentes (comparacion 1, tabla 13) sino también en
el grupo de adultos (comparaciones 2 y 3, tablas 14 y 15). Y aunque el fitness del genotipo
FYBES/FYBE® del gen Duffy nunca alcanzé valores de 1,0 en las distintas comparaciones,
como si se observo para el genotipo AS del gen Duffy, la combinacidn de estos dos genotipos
al parecer favorece y da un aporte mayor del que se esperaria de cada uno evaluandolo
independiente (tabla 17). Esto también puede explicar el desequilibrio de ligamiento
encontrado para estos dos genes (tabla 11). El desequilibrio en el ligamiento es la asociacién
no aleatoria de alelos en dos 0 mas loci (que pueden o no estar en el mismo cromosoma), y
en una poblacion grande y con apareamiento aleatorio, se espera que los alelos de diferentes
loci exhiban equilibrio de ligamiento, es decir, estén asociados al azar. Asi que el observar
desviaciones a estas frecuencias génicas, similar a desviaciones en el equilibrio H-W, puede
estar causado por una gran variedad de fendbmenos, como la seleccion y la deriva (Slatkin,
2008). En este estudio se encontro desequilibrio de ligamiento entre el locus HbS y la regién
promotora del gen Duffy (esta region es la que determina si el eritrocito expresa o no los
antigenos Duffy en superficie). Asi que ese desequilibrio podria ser el reflejo de una alguna
0 algunas combinaciones genotipicas de ambos genes que estan siendo “escogidas” para
pasar en mayor o menor proporcion a las siguientes generaciones (mas que lo esperado por
apareamiento al azar), y esta combinacion podria ser, segun los datos de fitness, la
combinacion genotipica AS*FYBES/FYBES. Adicional a los valores de fitness superior de
esa combinacion genotipica, se encontrd un correlacion positiva y significativa para estos
genotipos y los alelos que lo conforman, contrastante con la correlacion negativa o no

correlacion encontrada con los demas genotipos y alelos (tabla 12). En este estudio se



71

encontro que el alelo S explica aproximadamente el 84% de la variacion encontrada en el
alelo FYBES y viceversa, y que el genotipo AS explica el 90% de la variacion encontrada en
el genotipo FYBES/FYBES e inversamente. Esta correlacion encontrada lleva a suponer que
puede estar ocurriendo una seleccion conjunta para estos dos alelos, que se encuentran
“coadaptados”, o en otras palabras, que parte de su adaptacion se debe a interacciones
epistaticas entre ellos (en este caso en particular, epistasia para eficacia) (Falconer & Mackay,
1996; Lehner, 2011). Algo que apoya aln mas esta variacion conjunta de ambos genotipos
de resistencia es la grafica genotipos vs. edad (figura 17), donde se encontré que ambos
genotipos presentan un cambio de frecuencia muy similar a lo largo de las distintas edades
en la poblacion urbana de Buenaventura: ambos presentan una disminucion en sus
frecuencias en sus primeros afios de vida, para empezar a incrementar a partir de los 10 afos,
y mantener las frecuencias mas altas entre a los 13 afios y 20 afios (adolescentes y adultos
jévenes), luego ambos genotipos muestran una disminucion de la frecuencia del genotipo,
que luego se eleva ligeramente partir de los 30. Finalmente, ambos genotipos estabilizan sus
frecuencias partir de los 45 afios. Este comportamiento casi idéntico de ambos genotipos no
se presenta cuando se compara la edad con los demas genotipos de ambos genes (graficas no
mostradas). La figura 7 estd mostrando algo adicional aparte de la seleccidn conjunta de estos
genotipos de resistencia a la malaria: la seleccion natural parece estar iniciando en las
primeras edades, actuando fuertemente y reafirmandose en la adolescencia y en los adultos
(aproximadamente a partir de los 44 aflos) empezar a “relajarse” (mostrando una estabilidad
en estas frecuencias y poca o nula variacién). Esta atenuacién de la seleccion en los adultos
mayores podria explicarse por la inmunidad adquirida que presenta esta poblacién debido a

episodios de infeccion presentadas a lo largo de la vida, ademas (como se mencioné en el
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capitulo 1) por el estilo de vida y actividades de estos individuos que ya no implica una
completa exposicion a estos parésitos (Doolan et al., 2009; Pinkevych et al., 2012), ademas
de otras enfermedades no relacionadas a la malaria que le compete a la poblacion adulta
mayor (como las ya mencionadas relacionadas a los antigenos Duffy). Todo este fendémeno
en la disminucion de la intensidad de la seleccion en los adultos se ve directamente reflejado
en los valores de fitness de adultos mayores cuando se compara respecto a los adolescentes
y adultos jovenes (comparacion 3, tabla 15): la combinacion genotipica AS*FYBES/FYBES
ya no es la de mayor fitness, siendo superiores a esta todas las combinaciones de todos los
genotipos Duffy con el genotipo AA. En este grupo los valores de fitness mas altos los tienen
las combinaciones genotipicas AA*FYB/FYB y AA*FYA/FYB, mostrando de nuevo que
quizas la presion de seleccién a malaria ya no estd jugando un rol tan importante en este
grupo de edad, dando paso a la predileccion de genotipos que posiblemente estan

relacionados con otras enfermedades que competen a esta poblacion.

Claro est4 que no se puede dejar a un lado la influencia de otras fuerzas como la deriva
genética, (proceso de colonizacién y disminucion de la poblacién que sufrio la poblacion de
Buenventura en sus inicios (Pérez, 2007) la migracion y mutacion en el cambio de las
frecuencias actuales de estos genotipos de la ciudad de Buenaventura. La seleccion natural
opera sobre la variacion genética encontrada, cuyas frecuencias iniciales estan
profundamente influenciados por factores aleatorios como la mutacion y la deriva
(Templeton, 2006). Todos estos procesos en combinacion han aportado al panorama
adaptativo que se puede apreciar hoy dia en Buenaventura. En este estudio se presentan

evidencia del papel fuerte de la seleccion natural en las frecuencias alélicas de los genes HbS
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y Duffy en esta poblacion, seleccion que, segin lo evidenciado, depende mucho de la

estratificacion de la poblacion por rangos de edad.

7.6 CONCLUSIONES

7.6.1 La poblacion urbana de Buenaventura se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg para
el gen de la HbS, méas no para el gen Duffy. La poblacién puede estar alcanzando el
equilibrio balanceado para sus frecuencias del gen HbS, contrario al gen Duffy donde
aun sus frecuencias y valores de fitness varian especialmente en los adultos,
posiblemente debido al efecto de este polimorfismo en el desarrollo de distintas

enfermedades que afectan este grupo de edad.

7.6.2 La dinamica de cambio de las frecuencias genotipicas AS y FYBES/FYBES en la
poblacion de Buenaventura se comportan de forma similar, y es acorde a la frecuencia
de infeccion de la malaria en las distintas edades. Estos genotipos se correlacionan
positivamente y muestran el mayor valor de fitness. Lo anterior podria indicar una
seleccion conjunta para estas dos variantes y que la malaria es un factor de seleccion

sobre estas cuando se evallan juntas.
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8. CAPITULO Il

RECONSTRUCCION ANCESTRAL Y CORRELACION DE FRECUENCIAS
ALELICAS PARA EL GRUPO SANGUINEO DUFFY Y LA HEMOGLOBINA SEN

DISTINTAS POBLACIONES HUMANAS.

8.1 RESUMEN

La malaria es una fuerza selectiva importante para adaptaciones genéticas del ser humano
debido al letal impacto sostenido que ha tenido sobre poblaciones en todo el
mundo. Altas frecuencias tanto de la hemoglobina S como del alelo nulo FYBES del grupo
sanguineo Duffy han sido encontradas en zonas donde la malaria es endémica, lo cual se le
atribuye a la resistencia de la infeccion por malaria a los portadores de estas variantes. Asi
que seria importante visualizar como han ido cambiando estas frecuencias a lo largo de la
diversificacion de los grupos poblacionales. Por otra parte, un andlisis de correlacion
permitiria evaluar qué tanto se relacionan y varian entre si las frecuencias alélicas de estos
dos genes en las distintas poblaciones humanas, y si lo encontrado a nivel local en la
poblacion de Buenaventura, puede extrapolarse a disintas poblaciones del mundo. El objetivo
de este capitulo fue realizar la reconstruccion ancestral y evaluar la correlacion de las
frecuencias para estos alelos a lo largo de la filogenia de 24 poblaciones humanas. Se utilizo
una topologia de arbol y frecuencias alélicas reportadas en la literatura para 24 poblaciones.

La reconstruccion de las frecuencias ancestrales para los dos alelos se llevo a cabo mediante
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el método de maxima verosimilitud y el modelo Browniano de evolucion y el anélisis de
correlacion se llevo a cabo mediante el uso de Contrastes Filogenéticamente Independientes
(PICs). Los andlisis estadisticos se realizaron con el software estadistico R version 3.4.1. Se
encontrd una correspondencia en la reconstruccion de las frecuencias ancestrales para ambos
alelos y una correlacion estadistica significativa (p=0.001) entre el alelo S y el FYBE>
indicando que aproximadamente el 52% de la variacion de un alelo explica la variacion del
otro. Esta correlaciéon podria estar mostrando una relacion epistatica entre estos dos alelos
que puede estar influenciando el fitness en los individuos que presentan estos dos alelos en

combinacion, cuando son sometidos a una fuerza selectiva como la malaria.

Palabras clave: Malaria, Coadaptacion, Epistasia, Alelo S, Alelo FYBES, PICs.

8.2 OBJETIVOS.

8.2.1 Objetivo General.

Realizar la reconstruccion ancestral y establecer la correlacion de las frecuencias alélicas de

los genes Duffy y hemoglobina S a lo largo de la filogenia de distintas poblaciones humanas.

8.2.2 Objetivos Especificos.

Establecer el valor de las frecuencias ancestrales para los alelos A y S del gen de la $-globina
y las frecuencias de los alelos FYA, FYB y FYBE® del gen Duffy en un arbol filogenético

gue muestra las relaciones de diferentes poblaciones humanas.
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Realizar un analisis de correlaciéon mediante contrastes filogenéticamente independientes
(PICs) para las frecuencias del alelo S del gen de la B-globina y las frecuencias alélicas FYA,

FYB y FYBE® del gen Duffy a lo largo de esta filogenia.

8.3 MATERIALES Y METODOS

8.3.1 Topologia del arbol y valores de las puntas.

La topologia de arbol de distintas poblaciones humanas sobre el cual se realizaron los
distintos anélisis de este estudio fue tomada de Li y colaboradores (2008): de este trabajo se
usaron las relaciones y longitud de las ramas para construir el arbol manualmente con el
software Mesquite versién 3.1 (Maddison & Maddison, 2016). Se trabaj6 con 24 poblaciones
(debido a la disponibilidad de estudios para estos genes) las cuales representaron las puntas
de las ramas de arbol. Los valores de las frecuencias alélicas A y S del gen HbS como de los
alelos FYA, FYB y FYBES del gen Duffy para las 24 poblaciones de estudio fueron tomados
directamente de literatura o de estimacion segun las bases de datos geogréaficas para estas
(tabla 18). El arbol fue calibrado usando el paquete ape del software estadistico R (Paradis
et al., 2004) segin el método de verosimilitud penalizada (Sanderson, 2002) usando un
parametro lambda =1 (igual tasa de cambio evolutivo para todas las ramas) y una edad
minima y maxima para la raiz de 100 000 y 200 000 afios, respectivamente (el tiempo en el

que se cree surgieron los humanos modernos en Africa) (Campbell et al., 2014).



Tabla 18. Descripcion de las 24 poblaciones de estudio.

7

Poblacion Fuente Regidn
Namibia MAP, 2017
Republica centroafricana | MAP, 2017
RCA
Congo MAP, 2017 Africa
Kenia MAP, 2017
Senegal MAP, 2017
Nigeria MAP, 2017
Medio Oriente* MAP, 2017 Medio Oriente
Italia Lippi et al., 2010
Francia Thuret et al., 2010;

Bauduer et al., 2004

Europa

Islas Orkney Welch et al., 1973

Piel et al., 2010;
Rusia Howes et al., 2011
AsiaC.yS.* MAP, 2017 Asia Central y del Sur*
Uygur (China) Linetal., 2016

Mongolia (China)

Yuan et al., 1984

Japon Nakajima, 1971
Han (China) Yan et al., 2005 Asia Oriental
She (China) Yan et al., 2005
Cambodia MAP, 2017
Siberia Sukernik te al., 1978
Piel et al., 2010;
Arizona Howes et al., 2011
MAP, 2017; Norte América
Cerda-Flores & Garza-Chapa,
México 1989
Colombia MAP, 2017 Sur América
Brasil MAP, 2017
Oceania (Nueva Guinea MAP, 2017; Shimizu et al., .
Oceania

y Melanesia)

2000.

*La poblacion denominada “Medio Oriente” corresponde a un promedio de las frecuencias de las
poblaciones de Azerbaijan, Georgia, Iran, Iraq, Turkia, Israel, Yemen, y la poblacion “Asia Central
y del Sur” corresponde el promedio de las frecuencias alélicas de las poblaciones de Afghanistan,
Banglades, India, Kyrgyzstan, Nepal, Pakistan, Sri Lanka, Tajikistan y Uzbekistan.




78

8.3.2 Reconstruccion de frecuencias ancestrales.

La reconstruccion de las frecuencias ancestrales para los dos genes en los distintos nodos del
arbol se llevo a cabo mediante el método de maxima verosimilitud (ML) con el modelo
Browniano de evolucién (BM). Se fijaron los valores ancestrales de aparicion de los alelos
FYBE® y HbS a los nodos del arbol donde se cree surgieron estos segin diversos estudios
(McManus et al., 2017; Templeton, 2006). También se llevaron a cabo fenogramas, que son
graficos que proyectan la filogenia de cada caracteristica a evaluar, en este caso las
frecuencias alélicas (eje y) desde la raiz, hasta el tiempo actual (eje x). Todo lo anterior fue

Ilevado a cabo con el pagquete phytools del software R 3.4.1 (Revell, 2012).

8.3.3 Correlacion de frecuencias alélicas para ambos genes.

Para llevar a cabo las correlaciones alélicas se calcularon “Contrastes filogenéticamente
independientes (P1Cs)” para cada alelo mediante el método descrito por Felsenstein (1985),
el cual permite estandarizar o “corregir” los valores de las ramas teniendo en cuenta la

filogenia (solucionando asi el problema de la no-independencia de los grupos a evaluar).

Con estos PICs se calcularon los coeficientes de correlacion de Spearman y probabilidad para
tres comparaciones: 1) PICs alelo S vs. PICs alelo FYBES del gen Duffy; 2) PICs alelo S vs.
alelo FYA del gen Duffy; 3) PICs alelo S vs. PICs alelo FYB del gen Duffy. Todo lo anterior

usando el paquete ape del software R (Paradis et al., 2004).
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8.4 RESULTADOS

8.4.1 Frecuencias alélicas y reconstruccion ancestral

Para las 24 poblaciones de estudio se obtuvieron frecuencias para el alelo S entre el 0 a 17%.
Las frecuencias mas altas se presentaron en los paises del Africa, seguidas de las poblaciones
de Medio Oriente, siendo Nigeria la poblacion con mayor frecuencia reportada para este gen
(17%). Las poblaciones con menor frecuencias de este alelo fueron los de Asia oriental con
0% o cercanas a este valor. Para el gen Duffy, se encontraron frecuencias desde 0 al 100%
para las 24 poblaciones. Similar al alelo S se encontraron las frecuencias mas altas para
FYBES en las poblaciones del Africa, sequidas del Medio oriente y Sur América, siendo las
poblaciones de Kenia, Congo y Senegal las que tienen las frecuencias mas altas con 97%,
98% y 100%, respectivamente. Las poblaciones con las frecuencias mas bajas fueron

igualmente las de Asia Oriental, con frecuencias de 0 a 1%.

Al realizar la reconstruccion ancestral de las frecuencias alélicas bajo el modelo BM para los
distintos nodos del arbol filogenético para las 24 poblaciones, se encontraron valores de
frecuencias ancestrales que aumentaban o disminuian de forma similar en alelos (figura 8).
Para ambos genes, las frecuencias ancestrales mas altas corresponden a las poblaciones
africanas y las mas bajas a las poblaciones de Asia Oriental (Han, Japon, She, Cambodia,
Mongolia y Siberia). Para el alelo S se encuentran valores de frecuencias para los nodos del
arbol que oscilan entre el 0% a 7,4% (figura 8 - izquierda) y entre 0.01% a 73% para el alelo

FYBES (figura 8-derecha).



Namibia
== Congo
0.0 = RCA
0,0 5072 Senegal
_— Nigeria
00 0,045 Kenya
1 Medio Oriente ¢
0.01 Islas Orkney
Rusia
Francia
halia
Regién segiin color - letra AsaCy$
de poblacion: Uygur
Han
M Africa Japén
[ Medio Oriente She
. Eumpa Cambodia
B AsiaCysS Hongolia
B Asia Oriental Arizona
I Norte América o
. México
M suramérica Brasil
I Oceania Colombia
Oceania
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0,083
0,079
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Figura 8. Arboles filogenéticos de las 24 poblaciones para los alelos S (izquierda) y FYBES (derecha). Los valores en los nodos

corresponden a las frecuencias alélicas ancestrales calculadas. Los colores en degrade en las ramas de cada arbol corresponde al
cambio en la frecuencia alélica explicada en la barra de la parte inferior.
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El nodo que presentd la mayor frecuencia para ambos alelos fue aquel donde divergen las
poblaciones de Senegal y Nigeria (7,4% y 73% para S y FYBE® respectivamente). Por otra
parte, la disminucion evidente de la frecuencia alélica a lo largo de esta filogenia fue
observada en la rama interna que conecta a las poblaciones de Nigeria, Kenia y Senegal con
la poblacion de Medio Oriente para el alelo FYBES, cuya frecuencia disminuye de 24 a 8,3%,
y para el alelo S dicha disminucion notoria ocurre en la bifurcacion de las poblaciones de
Medio Oriente con el resto las poblaciones de Asia, Europa y América y Oceania (figura 8).
A partir de entonces ambos alelos contindian disminuyendo en frecuencia hasta llegar a
valores de aproximadamente 0 en las poblaciones de Asia Oriental. Aunque cabe resaltar que
en las poblaciones del continente americano (Arizona, México, Colombia y Brasil), clado
hermano de estas poblaciones asiaticas, las frecuencias tienden a incrementar para ambos
alelos a pesar de que venian disminuyendo desde el nodo de divergencia del clado que

comparten Kenia, Senegal y Nigeria con el resto de poblaciones no-africanas (figura 8).

8.4.2 Fenogramas y correlaciones alélicas

Los cambios y tendencias en las distintas poblaciones se ven mejor reflejadas en los
fenogramas de la figura 9: para el alelo FYBES se observa claramente dos comportamientos
en cuanto a las frecuencias de este alelo: las poblaciones africanas, excepto Namibia (cuya
frecuencia se mantienen cercanas a su valor inicial), tienen frecuencias alélicas

considerablemente més altas que el resto de las poblaciones (figura 9-a).
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En el otro extremo estan las poblaciones de Europa y Asia central, sur y oriental, cuyas

frecuencias decaen en la grafica temprano en el tiempo hasta
norte y sur Ameérica, sus frecuencias, aunque bajas, son un
clados hermanos, elevandose un poco sus ramas en la gréafi

oriente (figura 9-a).

llegar a 0 o casi 0. En cuanto a
poco mas altas que las de sus

ca, al igual que las de Medio
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Para el alelo S estas tendencias se visualizan de un modo un poco mas complejo ya que no
solo existe dos tendencias o extremos en cuanto al valor de frecuencias, sino que existen
poblaciones que se distribuyen en la mitad y a lo largo de este rango que va de 0 al 17%: las
poblaciones que presentan el extremo superior o frecuencias mas altas ya no son todas las
del continente africano, sino solo Nigeria 'y Congo, y el grupo de poblaciones que representa
las frecuencias méas bajas se amplia, incluyendo no solo las de Europa, Asia central, sur y
oriental, sino también norte y sur América, Medio oriente e incluso Namibia que es un pais

africano (figura 9-b).

Finalmente se realizo la correlacion estadistica para los PICs del alelo S y los tres alelos
principales del sistema sanguineo Duffy: FYBE®S, FYA, FYB. Se encontr6 una correlacion
positiva significativa para la comparacion S vs. FYBE® con un valor de probabilidad de
0.0109 (tabla 19, figura 10-a), una correlacion negativa significativa para la comparacion S
vs FYA con un valor p= 0,0001 (tabla 19, figura 10-b) y no se encontr6 correlacion para S

vs FYB (p=0,2287) (tabla 19, figura 10-c).

Tabla 19. Correlaciones de PICs para tres diferentes comparaciones del alelo S y alelos del

gen Duffy.
PICs Rho Probabilidad
Alelo S vs. FYBES 0,520 0,0109
Alelo Svs. FYA -0,714 0,0001
Alelo Svs. FYB -0,261 0,2287

color rojo= valores significativos (p<0,005)
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8.5 DISCUSION

Las frecuencias alélicas reportadas en este estudio de los alelos S y FYBES para las distintas
poblaciones y regiones del mundo coinciden considerablemente con las regiones endémicas
a la malaria reportadas globalmente (Gething et al., 2011), especificamente las poblaciones
correspondientes a las regiones del Africa, Medio Oriente, sur de Asia y parte de Sur
América. Inicialmente, las poblaciones de Africa tendrian muy bajas frecuencias de alelo S
y FYBES en los primeros pueblos del Africa como aquellos de habla Bantd, los cuales se
expandieron por el centro-oeste, este y sur de Africa (Templeton, 2006). En ese entonces la
malaria no era un agente selectivo importante en su ambiente, pero con la expansién de estos
pueblos y la introduccién de una agricultura de corte y quema, se crearon hébitats propicios
para la expansion de los parasitos del género Plasmodium por parte de las poblaciones del
mosquito Anopheles. Asi, la introduccion de la malaria a estas poblaciones llevé a
alteraciones en el fitness de estos alelos que condujeron a cambios evolutivos que alteraron
considerablemente estas frecuencias alélicas iniciales (Espinel & Valenzuela, 1991;
Livingstone, 1958; Templeton, 2006). En este estudio se encontré una correspondencia
general en términos filogenéticos y estadisticos para los alelos FYBES y S en las 24
poblaciones estudiadas. La correspondencia inicial se evidencio al realizar la reconstruccion
ancestral de las frecuencias para cada nodo del arbol, desde las divergencia de las poblaciones
africanas iniciales, como las disminuciones y aumentos sutiles en frecuencia que han ocurrido
en clados especificos ya mencionados en los resultados (figura 8), pero quizés la
correspondencia mas evidente se observo al realizar la correlacion de los contrastes
filogenéticamente independientes (PICs) para estos alelos, al encontrar una correlacion

positiva y significativa para estos, contrastante con la correlacion negativa y la no correlacion
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del alelo S con los alelos FYA y FYB respectivamente (tabla 3), esto Gltimo era fundamental
para poder hablar de una correlacion real entre los alelos S y FYBES. Esta correlacion, al igual
que la reportada en el capitulo 11 de este documento para estas frecuencias en la poblacion de
Buenaventura, nuevamente es un indicio para considerar seleccion conjunta para estos dos
alelos, o que pueda estar ocurriendo epistasia para fitness entre ellos (Falconer & Mackay,
1996; Lehner, 2011). En este estudio se encontro que el alelo S explica aproximadamente el
52% o un poco mas de la mitad de la variacion encontrada en el alelo FYBE® y viceversa. No
es un coeficiente de determinacion tan alto como el encontrado en la poblacion de
Buenaventura, pero eso puede explicarse por el tipo de estudio y modo de obtencion de los
datos. En este estudio el grado de error aumenta no solo porque se estan trabajando con
frecuencias de méas de una poblacion, sino porque estos datos estan siendo obtenidos de la
literatura y de programas de estimacion geogréafica (MAP, 2017). Lo interesante es ver como
a escala global, se puede apreciar mejor la naturaleza y tipo de seleccion que esta actuando
sobre cada gen (sobredominancia y seleccion direccional para HbS y Duffy,
respectivamente): se observan frecuencias muy altas e incluso la fijacion para el alelo FYBES
en algunas poblaciones (mostrando de manera general dos éptimos adaptativos para este alelo
en el fenograma de la figura 9), caso que no ocurre para el alelo S, donde las frecuencias no
sobrepasan el 20% segun la literatura (Piel et al., 2010) (al menos en este estudio, no
sobrepasa el 17%), nunca alcanza la fijacion (por su caracteristica letal en homocigosis) y
por tanto su frecuencia esta siendo representanda principalmente en los heterocigotos

(mostrando asi diferentes patrones de distribucion en el fenograma de la figura 9).

Otra diferencia clara entre estos dos alelos es la naturaleza de la proteccion (la cual a su vez

puede ser vista como complementaria a la resistencia frente a la malaria) y el tiempo de
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surgimiento de las variantes. Mientras el alelo S confiere resistencia para el Plasmodium
vivax, considerado por mucho tiempo el agente causal de la malaria més letal en humanos, y
el alelo FYBES confiere resistencia a P. vivax (estudios recientes sugieren que la malaria
vivax puede volverse letal de forma similar a la malaria falciparum (Baird, 2007)). Por otro
lado, el alelo S es mucho mas reciente que el FYBE®: Se cree que la edad de la mutacion para
el surgimiento de S ocurrié entre los 1,350-2,100 afios (Currat et al., 2002), mientras que la
de FYBE® ocurrié aproximadamente hace 42000 afios (McManus et al., 2017). Este punto
también explica porque en algunas poblaciones de este estudio las frecuencias de estos alelos
son muy bajas o practicamente inexistentes: en cuanto a América los alelos resistentes a la
malaria comUn no estan presentes en los nativos o poblaciones indigenas, presumiblemente
porque sus antepasados no estaban expuestos a la malaria y esta sélo llegd a las Américas
durante el comercio transatlantico de esclavos entre los siglos XV1y XIX (Yalcindag et al.,
2012). Y aunque poblaciones como Colombia y Brasil no presentan niveles tan altos de estos
alelos, sus frecuencias segun este estudio han tendido a incrementar levemente en la filogenia
(figura 8a y 9-b) comparado a su clado hermano (poblaciones de Africa oriental)
posiblemente debido a la llegada de los esclavos negros en la época de la colonia a Colombia
y Brasil ya que estas se encuentran ubicadas en regiones con mayor grado de endemicidad a
la Malaria comparado a las poblaciones de Asia oriental incluidas en este estudio (Gething

etal., 2011; Piel et al., 2010).

Incluso en poblaciones de una misma region y grados de endemicidad a la malaria muy
similares como es el caso de Africa, se encontraron variaciones en el grado de las frecuencias
alélicas, tanto en la revision bibliografica como en la reconstruccion ancestral (figura 8y 9).

Estas variaciones, ademas de ser explicadas por los distintos grados de prevalencia de malaria
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presentes en Africa, podria deberse por una lado, a las interacciones con otras
hemoglobinopatias, tales como la HbC y las a y B- talasemias, en las que se ha encontrado
diferentes grados de epistasia (tanto positiva como negativa), en individuos portadores de
estas variantes (Opi et al., 2014; Penman et al., 2011; Williams et al., 2005); y por otro lado,
por como opera la misma seleccidn natural: presiones selectivas uniformes pueden producir
respuestas adaptativas divergentes, ya que la aleatoriedad de los proceso de mutacion y
recombinacion (las cuales crean la variacion en primer lugar) y la aleatoriedad de la deriva,
influyen en esa frecuencias alélicas iniciales recién creadas, dando lugar a diversos resultados
selectivos incluso entre poblaciones que se adaptan a la misma fuerza ambiental (Templeton,
2006). Asi, esta heterogeneidad conferida por factores aleatorios como mutacion y deriva,
sumado a la epistasia de estos alelos, la seleccion actuando sobre la variacion disponible, y
la presion que pueda estar efectuando el ambiente (malarico o no malarico), llevaron al patron
de frecuencias alélicas que hoy se conoce actualmente para las distintas poblaciones del

mundo.

Para evaluar con mayor detalle si realmente estd ocurriendo epistasia para los alelos y
genotipos de resistencia del gen Duffy y HbS en las distintitas poblaciones humanas es
necesario realizar estudios donde se evalGen ademas de los parametros tedricos abordados en
este trabajo, valores clinicos y de laboratorio donde se pueda demostrar que tener estos alelos
de resistencia manifiesta una ventaja fisiologica para evitar o sobrellevar una infeccion
malarica. Ahora, la reconstruccion ancestral obtenida en este estudio (cuyos detalles de
construccion fueron explicados en la metodologia de este documento) es una vision general
y aproximada de lo que realmente ocurrié en la filogenia de las poblaciones humanas,

ademas, esta construyd bajo el modelo de Browniano de evolucion (Felsenstein, 2004) en el
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cual su principal pardmetro es la deriva, sin tener en cuenta otras fuerzas de cambio génico.
Por tanto, valdria la pena realizar un estudio similar realizando la reconstruccion con un
modelo que permita aplicar diferentes parametros que incluya valores de seleccion, deriva,
migracion y mutacion, y analizar como varian estas frecuencias a lo largo de la filogenia de
estas poblaciones. De este modo habria una mejor representacion no solo de la filogenia y
reconstrucciones ancestral, sino de los éptimos adaptativos (cuya aproximacion pudo
visualizarle en los fenogramas de la figura 9) que puedan estar ocurriendo en la historia

evolutiva de estos dos alelos.

8.6 CONCLUSIONES

8.6.1 Las poblaciones de este estudio evidencian un patron de distribucion en frecuencias
acorde a las regiones donde la malaria esta presente, y pese a los distintos tipos de
seleccién que operan sobre ambas variantes, estas muestran un cambio de frecuencia

alélica similar a lo largo de la filogenia de las poblaciones humanas.

8.6.2 Las 24 poblaciones evaluadas en este estudio muestran una correlacion positiva en las
frecuencias alélicas S y FYBES, lo que podria indicar que existe seleccion conjunta o
epistasia positiva para estas, similar a lo encontrado a nivel local en la poblacion de

Buenaventura.

9. CONCLUSIONES GENERALES
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9.1 En este estudio se presenta evidencia de la accion de la seleccion natural, tanto individual
como conjunta, en las frecuencias alélicas de los genes HbS y Duffy en la ciudad de
Buenaventura, seleccion que depende de la estratificacion por rangos de edad de la
poblacion y que se encuentra mayor representada en algunas comunas o zonas de la
ciudad. Estos resultados tienen importantes aplicaciones en estudios epidemioldgicos y

en el manejo clinico de la malaria en la ciudad de Buenaventura.

9.2 La correlacion positiva de los alelos S y FYBES, la cual se evidencia tanto a nivel local
(Buenaventura), como en las poblaciones evaluadas en este estudio, podria estar
mostrando una relacion epistética positiva y coadaptacion ente estos dos alelos que
puede estar influenciando el fitness en los individuos portadores, siendo la malaria un

factor de presion de seleccidn sobre estos dos genes cuando se evallan juntos.
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