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B. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones circunmedi-

terraneas y del Centro y Norte de Europa.

Las figuras 4.13 y 4.14 muestran la distribucién de las fre-
cuencias del alelo PGDC en la cuenca mediterranea y en las poblaciones

del centro y Norte de Europa, respectivamente.

En el Mediterréneo, el alelo PGDC muestra una considerable
amplitud de variacidn que oscila entre 0.001 (L'Aquila, Italia) y 0.160
(Oasis de Siwa, Egipto). En general, los valores mas elevados (>0.040)
se localizan en la zona mis oriental (Oriente Prdximo Y Grecia) y en al-
gunos grupos norteafricancs (fig. 4.13), mientras que las frecuencias
mas bajas de PGDc corresponden a algunas series pirenaicas y del centro

de la Peninsula Italiana.

Dentro del ambito mediterraneo, la frecuencia de PGDC de la

c

serie de Menorca (PGD~ = 0.034) queda situada entre los valores bajos

observados en la zona Central y Occidental de esta zona geogréfica.

En el Centro y Norte de Europa (fig. 4.14), los valores de
C . - . - . .
PGD~ son, en general, mis bajos que en el area mediterrdnea, quedando
comprendidos entre 0.000 y 0.037, con la dnica excepcién de los lapones

de Suecia que presentan una frecuencia alélica de 0.131.

Mediante el test de Y2 se han comparado los resultados feno-
tipicos del sistema 6-PGD entre la muestra menorquina y las poblaciones
que figuran en el cuadro 4.6. Las diferencias son significativas con los
grupos centroeuropeos que presentan frecuencias inferiores a 0.020, asi
como con los lapones de Suecia cOn un valor de PGDC de 0.131. Dentro del
drea mediterrénea, la serie menorquina difiere estadisticamente con los
grupos de valores minimos (L'Aquila y Pirineos) Yy con las muestras de
Oriente Préximo y del Norte de Africa caracterizadas por frecuencias ele-

vadas de PGDC.
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4.3.5 DISTRIBUCION MUNDIAL DEL SISTEMA 6-PGD

En la actualidad se dispone de bastantes datos sobre la dis
tribucién del polimorfismo 6-PGD, lo que permite algunas consideraciones
sobre la reparticidn mundial de las variantes genéticas de este sistema.
En el cuadro 4.8 se indican las frecuencias obtenidas por diversos auto
res para el alelo PGDC en diversos grupos de poblacidn, agrupados por
continentes, a excepcidén de las poblaciones mediterrédneas y del Centro y

Norte de europa que se hallan incluidas en el cuadro 4.6.

En Africa, los valores de PGDC son, en conjunto, superiores
a los encontrados en Europa, con rangos de variacidn que oscilan entre
0.000 y 0.169. Los valores mds elevados corresponden a los Tuareg de Kel
Kummer (0.164) y a los Nubios de Egipto (0.169), mientras que los mids ba
Jjos se observan en Pigmeos (0.018), Khoisédnidos (0.000-0.036) y algin gru

po sudafricano.

El alelo PGDC en Asia varia globalmente entre 0.000 (Vietnam
Yy algunos grupos de la India) y 0.247 (Bhutan), destacdndose las mues-
tras de la India donde predominan los valores mds bajos. Asimismo, dentro
del continente asidtico, cabe destacar las frecuencias extremas de las
dos series de Bhutan que se separan claramente de los demis grupos asid-
ticos.

Los amerindios presentan frecuencias mas bajas de PGDC (0.000
- 0.039), con excepcién de los Siriono de Bolivia que muestran uno de los

Valores mis altos encontrados hasta la fecha en poblacién mundial.

En Oceania, el alelo PGDC se caracteriza por presentar una
gran amplitud de variacidén que oscila entre 0.016 (australianos de Cher-

bourg) y 0.252 (Dani de la isla de Irian, en Nueva Guinea).

La figura 4.15 representa a lo largo de una escala vertical,

la distribucién del alelo PGDC en siete amplias zonas continentales. El
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Cuadre 4.8 : Frecuencias de PGDC en diversos grupos poblacionales.

’

c

POBLACION N PGD REFERENCIAS
AFRICA SUBSAHARIANA
AFRICA CENTRAL
Senegal. Este. Bedik 756 0.048 Bouloux et al., 1972
Costa Marfil. Gagu 309 0.002 Vergnes y Cabannes, 1976
Golfo de Guinea. Tofinu 101 0.059 Spedini et al., 1980
Nigeria. Yomba 64 0.055 Ojikutu et al., 1977
Nigeria. Norte 147 0.051 Tills et al., 1979
Nigeria. Negros 100 0.060 Parr, 1966
Chad Sur. Sara Majingay 207 0.005 Hiernaux, 1978
Cameriin. Tikar 2841 o.042 Goedde et al., 1979
Sudédn. Costa Mar Rojo. Beja 100 0.155 El Hassan et al., 1968
Sudén. Khartum 287 0.024 Saha et al., 1978
Abisinia. Asmara. Adi-Arkai 66 0.053 Tills et al., 1971
Abisinia. Asmara. Debarech 100 0.135 Tills et al., 1971
Uganda. Baganda 1971 .06 Roberts et al., 1977
Ruanda. Tutsis 304(2) 0.086 Le Gall et al., 1982
Burundi. Tutsis 340 0.060 Le Gall et al., 1982
Burundi. Hutus (Bantu) 527(1) 0.049 Le Gall et al., 1982
Burundi. Bantus (Zaire) 44 0.046 Le Gall et al., 1982
Uganda. Negros 108 0.055 Parr, 1966
Tanzania. Bantu (Sandawe) 211'Y) o085 Godber et al., 1976
Tanzania. Bantu (Nyatura) 209 0.034 Godber et al., 1976
Tanzania. Bantu. Sukuma 147(3) 0.048 Roberts y Papiha, 1978
Tanzania. Hadza 2024 0.006 Tills et al., 1971
PIGMEOS. Aka. Africa Central 898 0.018 Vergnes et al., 1979
AFRICA SUR
Mozambique. Bantu 276(2) 0.092 Reys et al., 1972
Mozmabique. Bantu 318 0.091 Giblett, 1969
Zambia 93 0.059 Tills et al., 1971
Africa del Sudoeste: Kavango 489(4) 0.042 Jenkins y Nurse, 1974
Kavango 399(4) 0,049 Nurse y Jenkins, 1977
Ambo 589(5) 0.046 Jenkins y Nurse, 1974
Herero 39 0.000 Jenkins y Nurse, 1974

(1) Se encontraron 2 fenotipos variantes.
(2) Se encontraron 3 fenotipos variantes.
(3) Se encontraron 5 fenotipos variantes.
(4) Se encontré 1 fenotipo variante.

(5) Se encontraron 4 fenotipos variantes.
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POBLACICN N PGD REFERENCIAS

Sudafrica. Nguni: Ndebele 174 0.106 Hitzeroth . y Bender, 1380
Xhosa 500 0.139 Gordon et al., 1967
Zulu 304(1) 0.104 Jenkins y Nurse, 1974
Zulu/Tonga 123 0.033 Jenkins y Nurse, 1974
Zulu 120(1) 0.096 Hitzeroth y Bender, 1980
Swazi a0 0.061 Jenkins y Nurse, 1974
Swazi 69 0.058 Hitzeroth y Bender, 1980
Sotho: Norte (Pedi) 196 0.071 Jenkins y Nurse, 1974
Norte (Pedi) 275 0.073 Hitzeroth y Bender, 1980
Oeste (Tswana) 117 0.060 Jenkins y Nurse, 1974
Qeste (Tswana) 155(1) 0.071 Hitzeroth y Bender, 1980
Sur 182 0.085 Jenkins y Nurse, 1974
Shangana-Tsonga 158(2) 0.088 Hitzeroth Y Bender, 1980
Venda 47 0.117 Hitzeroth Y Bender, 1380
Dama 52(3)  5.010 Jenkins et al., 1971
Dama 92t o.016 Nurse et al., 1976

KOISANIDOS. Sudafrica Sur

San (Bosquimanos): Norte San !Kung 584 0.000 Jenkins y Nurse, 1974
Central San 295 0.015 Jenkins y Nurse, 1974

Kwengo (S.Angola) 58 0.000 JenKing y Nurse, 1974

Khoikhoi (Hotentotes): Nama 160(2) 0.003 Jenkins y Nurse, 1974
Griqua 96 0.036 Jenkins y Nurse, 1974

Griqua 249(2) 0.010 Nurse y Jenkins, 1975

ASTIA ORIENTAL

INDONESTIA
Sumatra. Samosir. Batak 182 0.047 McDermid et al., 1973
Bali 316 0.038 Breguet et al., 1282
MALASIA
Malayos 463 0.042 Luan Eng y Welch, 1972
Malayos 320 0.034 Yip et al., 1979
Chinos 493 0.040 luan Eng y Welch, 1972
Chinos 302 0.035 Yip et al., 1979
Indios ‘ 430 0.028 Luan Eng y Welch, 1972
Indios 264 0.021 Yip et al., 1979
Singapur. Malayos 259 0.060 Blake et al., 1973
Singapur. Chinos 377 0.66 Blake et al., 1973

(1) Se encontraren 2 fenotipos variantes.
(2) se encontrd 1 fenotipo variante.

(3) se encontraron 4 fenotipos variantes.
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POBLACION N PGD REFERENCIAS
Borneo. Kadazans 284 0.019 Tan et al., 1979
Este. Dayak Land 132 0.045 Ganesan et al., 1976
Este. Dayak Sea 127 0.047 Ganesan et al., 1976
TAILANDIA
441 0.070 Giblett, 1969
Nordeste 1339 0.038 Tuchinda et al., 1968
Noroeste 970 0.043 Tuchinda et al., 1968
Centro 396 0.059 Tuchinda et al., 1968
Sur 480 0.041 Tuchinda et al., 1968
VIETNAM
Sur 259 0.054 Bowman et al., 1971
Sur. Cham 55 0.027 Bowman et al., 1971
Sur. Khmer 220 0.041 Bowman et al., 1971
Sur. Rhades 106 0.005 Bowman et al., 1971
Sur. Sedang 272 0.018 Bowman et al., 1971
Sur. Stleng 111 0.000 Bowman et al., 1971
FILIPINAS
Negrito 128 0.023 Omoto et al., 1978
cHIvg
Continente 117 0.073 Shih et al., 1968
Taiwan 111 0.058 Shih et al., 1968
JAPON
Hiroshima y Nagashaki 4014 0.087 Satoh et al., 1977
Hokkaido 180 0.069 Giblett, 1969
Ainu 191 0.071 Tills et al., 1971
SIBERIA
Peninsula Tamir. Samoyedos. Yenisey 91 0.027 Sukernik et al., 1978
Peninsula Tamir. Nganasans 264 0.043 Sukernik et al., 1978
ORIENTE MEDIO
AFGANISTAN
Tajik 310 0.027 Goedde et al., 1977
Pushtu 210 0.024 Goedde et al., 1977
Hazara 174 0.106 Goedde et al., 1977
Usbek
124 0.020 GCoedde et al., 1877
Kabul 280t g.045 Papiha et al., 1977
Egég
132 0.015 Farhud et al., 1973

—

1) Se encontré 1 fenotipo variante.
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PCBLACION N PGD REFERENCIAS
Kurdos. Baneh, Marivan 77 0.071 Lehmann et al., 1973
Kurdos. Sanandaj 106 0.028 Lehmann et al., 1973
Kurdos. (Irédn e Irak) 182 0.047 Tills et al., 1971
ARABIA SAUDI
Oeste 149 0.030 Saha et al., 1980
Sur 261 0.115 Marengo-Rowe et al., 1974
KUWAIT
Suluba. Beduinos 52 0.058 Al-Nassar et al., 1881
Ajman. Beduinos 51 0.088 Al-Nassar et al., 1281
Kuwaities 86 0.081 Al-Nassar et al., 1981
YEMEN
Sur. Arabes 255 0.110 Marengo-Rowe et al., 1967
SUBCONTINENTE INDIO
INDIA
Norte de_lz India
Himachal Pradesh
Distrito Chamba: Brahmans 40 0.012 Singh et al., 1982
Rajput-Gaddis 125 0.044 Singh et al., 1982
Scheduled castes 25 0.020 Singh et al., 1982
Pangwalas 112(2) 0.004 Singh et al., 1982
Gaddi-Rajput 70 0.021 Chahal et al., 1982
Gaddi-Brahmin 39 0.039 Chahal et al., 1982
Distrito Kangra: Rajput-Gaddis 73 g.021 Singh et al., 1882
Gaddi-Rajput 144 0.031 Chahal et al., 1982
Punjab.
Punjabis 140 0.021 Papiha et al., 1972
Delhi
Jains 88 0.017 Bhasin et al., 1981
Otros
Arora 71 0.028 Blake et al., 1971
Brahmin 61 0.008 Blake et al., 1971
Khatri 78 0.006 Blake et al., 1971
Rajput 41 0.012 Blake et al., 1971
Vaish 63 0.032 Blake et al., 13971
Scheduled castes 8s 0.024 Blake et al., 1971
Miscellaneous Hindus 32 0.047 Blake et al., 1971

(2) Se encontraron dos fenotipos variantes.
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DOBLACION N PGD REFERENCIAS
Oeste de_la India
Gujarat
Gujaratis 498(1) 0.015 Blake et al., 1970
Saurastra. Vania Soni 100 0.005 Undevia et al., 1978
Gujarat. Vania Soni 83 0.018 Undevia et al., 1978
Surat. Vania Soni 82 0.000 Undevia et al., 19878
Total Vania Soni 265 0.00¢e Undevia et al., 1878
Maharashtra
Bombay. Marathi 504 0.027 Blake et al., 1870
Parsis 418(1) 0.026 Undevia et al., 1872
Este_de la_Indis
Assam
Assamese 136 0.014 Goedde et al., 1972
Khasi 43 0.047 Goedde et al., 1872
West Bengal
Bengalis 271 0.020 Das et al., 1870
Centro_de la India
Machya Pradesh
Hindu 176 0.008 Papiha y Chhaparwal, 1873
Muslim 1637 o.021 Papiha y Chhaparwal, 1973
Distrito Jhabna. Bhils 145 0.034 Papiha et al., 1978
Sug de_la India
Andhra Pradesh
Sawara 126 0.000 Rao et al., 1978
Jatapu 154 0.000 Rao et al., 1978
Koya Dora 99 0.015 Veerraju et al., 1982
Konda Kammara 110 0.014 Veerraju et al., 1982
Tamil Nadu
Madras: Brahmin 137 0.007 Ananthakrishnan y Kirk, 197¢
Naicker 130 0.035 Ananthakrishnan y Kirk, 1969
Nadar 142 0.048 Ananthakrishnan, 1972
Reddier 148 0.007 Ananthakrishnan, 1972
Thevar 84 0.006 Ananthakrishnan, 1972
Nilgiri Hills: Irula 175 0.023 Saha et al., 1976
Kurumba a2 0.048 Saha et al., 1976
Toda 98 0.005 Saha et al., 1976
Kota 549 0.007 Ghosh et al., 1977

(1) Se encontrd un fenotipo variante.
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POBLACION N PGD REFERENCIAS
Kerala
Anamalai Hills: Kadar 212(1) 0.168 Saha et al., 1974
Brahmin 59 0.017 Saha et al., 1976
Nayar 142 0.042 Saha et al., 1976
Izhava 68 0.015 Saha et al., 13976
Scheduled castes 49 0.000 Saha et &l., 1976
Muslim 125 0.016 Saha et al., 1976
Christan 161 0.012 Saha et zl., 1976
Malayarayan 58 0.112 Saha et al., 1976
CEILAN
Sinhalese 156 0.016 Roberts =t al., 1972
BANGLADESH
200 0.040 Papiha et al., 197S
BHUTAN
95 0.247 Carter et al., 1968
154 0.230 Mourant et al., 1963
NEPAL
136 0.096 Tills et al., 1871
AMERTICA
AMERINDIOS
Florida. Seminola 364 0.000 Pollitzer et al., 1970
Bolivia: Chipaya 23 0.000 Quilici et al., 1970
Aymara 65(2) 0.020 Henke y Spieker, 1979
Siriono 108 0.236 Vergnes et al., 1976
Brasil: Macushi 499(3) 0.000 Neel et al., 1977
Macushi 184 0.000 Tanis et al., 1973
Xavante 181 0.000 Tashian et al., 1967
Brasil: Wapishana 615(4) 0.000 Neel et al., 1977
Dominica: Caribes 993 5.000 Harvey et al., 1969
Guayana Francesa: Emerillon 55 0.000 Tchen et al., 1978
Wayampi 237 0.000 Tchen et al., 13978

(1) se encontraron 16 fenotipos variantes.
(2) Se encontré un fenotipo variante.
(3) Se encontraron 2 fenotipos variantes.

(4) Se encontraron 12 fenotipos variantes.
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POBLACION N PGD REFERENCIAS
Méjico: Lacandones 88 0.023 Bowman et al., 1966
Lacandones 62 0.000 Bowman et al., 1966
Maya. Yucatan 42 0.000 Ruffié et al., 1969
Perd: Quechua 235 0.006 Modiano et al., 1972
Indios 171 0.000 Modiano et al., 18€9
Venezuela: Makiritare 185 0.000 Tanis et al., 1973
Makiritare s32(*)  0.005 Weitkamp y Neel, 1970
Yanomama 283 0.002 Arends et al., 1967
Yanomama 956 0.000 Tanis et al., 1973
Piaroca 146 0.000 Tanis et al., 1973
Ticuna 1764 0.000 Neel et al., 1980
Kuiva 104 0.000 Tchen et al., 1979
Cayapo 136 0.000 Tanis et al., 1973
Canadd. Ojibwa: Wikwemikong 117(2) 0.039 Szathmary et al., 1974
Pikangikum 105 0.032 Szathmary et al., 1974
OCEANTA
AUSTRALIA
Norte. Aborigenes: Is. Elcho 618(3) 0.040 Blake y Kirk, 1969
Arnhem 624(4) 0.057 Blake y Kirk, 1969
Centro. Aborigenes 531 0.041 Blake y Kirk, 1969
Doomadagee 149 0.138 Kirk et al., 1971
Is. Mornington 148 0.044 Kirk et al., 1971
Cherbourg 187 0.016 Kirk et al., 1971
Territorio Norte 15144} o.082 Kirk et al., 1971
NUEVA GUINEA. PAPUA
Highlands Este: Gahuku-Asaro-Bena Bena 181 0.086 Mourant et al., 1982
Kamano 138 0.083 Mourant et al., 1982
Yagaria 423 0.111 Mourant et al., 1982
Keigana 102 0.034 Mourant et al., 1982
Fore 110 0.082 Mourant et al., 1982
Agarave 49 0.163 Mourant et al., 1982
Highlands Este: Auyana 49 0.153 Mourant et al., 1982
Tairora 51 0.245 Mourant et al., 1982
Asaro 56 0.134 McLoughling et al., 1982b

(1) Se encontraron 5 fenotipos variantes.

(2) Se encontrd 1 fenotipo variante.

(3) Se encontraron 21 fenctipos variantes.

(4) Se encintraron 18 fenotipos variantes.
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POBLACION N PGD REFERENCIAS
Distrito Morobe: Guhu-Samane 45 0.054 Booth et al., 1881
Weri 30 0.050 Booth et al., 1981
Distrito Madang: Mugil 82 0.116 Booth et al., 1¢82
Bilbil a4 0.046 Booth et al., 1982
Valle Gogol. Mabuso 35 0.043 Booth et al., 1982
Isla Karkar: Waskia 854 0.083 Booth et al., 1982
Takia 230 0.067 Booth et al., 1982
Highlands Oeste: Valle Jimi 385 0.125 Mourant et al., 1981
Murapin 415 0.055 Sinnett et al., 197C
Nueva Bretafia 76 0.204 Brewer et al., 1968
Is. Almirantazgo 183 0.205 Malcom et al., 1972
Provincia Salomon. Is. Buka 80 0.131 MecLoughling et al., 1982a
Papua 780 0.097 Tills et al., 1971

NUEVA GUINEA. IRIAN
Dani 258 0.252 Kirk et al., 1973

ISLAS CAROLINAS
Oeste 382 0.062 Blake et al., 1973

ISLAS SALOMON

Is. Ndemi. Santa Cruz 349 0.181 Mazzur y Blake, 1981
SAMOA
Samoyanos (Nueva Zelanda) 101 0.124 Booth et al., 1977
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andlisis de dicha figura pone de manifiesto que:

c .
1.~ Las frecuencias mas bajas de PGD corresponden mayorita-
riamente a las poblacicnes de Europa, la India y, en particular, a los

Amerindios entre los cuales muchos grupos carecen de dicho alelo.

2.~ En el extremo de valores mas elevados (> 0.20) se sitQan
poblaciones tan dispares como las de Bhutan (Asia), algunos grupos de

Nueva Guinea y los amerindios Siriono de Bolivia.

. sz C .
3.~ Los rangos de variacidén de PGD~ correspondientes a todas
las zonas gegraficas quedan en mayor o menor grado solapados, encontrin-

dose la mayor dispersidén en las poblaciones de Oceania.

Al observar la distribucidén mundial del alelo PGDC, cabe men-
cionar la hip6tesis de Mourant et al. (1976) de que las frecuencias més
altas corresponden a poblaciones que viven a gran altitud, lo que podria
reflejar una cierta ventaja selectiva de este alelo en estos ambientes.
Sin embargo, esta consideracidén que se apoya en los datos concernientes
a algunas poblaciones de Abisinia y de Bhutan, no es consistente con los
valores elevados de los lapones de Suecia y de otras poblaciones de Ocea

nia (Beckman, 1978).

Ademds de los fenotipos normales, en determinados grupos po-
blacionales aparecen otros alelos con frecuencias, a veces, lo suficien-
temente altas como para constituir un polimorfismo en cierta areas aisla
das. Asi el gel PGDElCho se presenta con valeores del 1-5 % en ciertos
grupos de Aborigenes Australianos (Blake y Kirk, 1969), el alelo
PGDRichmond

africanas (Jenkins y Nurse, 1974), y el PGD

aparece con frecuencias del 1-4 % en algunas poblaciones sud-
Kadar
alcanza un valor del

4 % en el grupo tribal de Kadar de la India (Saha et al., 1974).
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4.4. ESTERASA D (EsD; EC 3.1.1.1)

4.4.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y GENETICAS

En eritrocitos humanos se han descrito cuatro tipos de este-
rasas no especificas: A {(con tresisoenzimas Al, A2 y AB), B, C y D, que
difieren entre si en sus propiedades electroforéticas, en la especifici-
dad por el sustrato y en sus caracteristicas de inhibicidn (Tashian,
1969; Hopkinson et al., 1973). Todas ellas comparten con la acetilcoli-
nesterasa de las membranas eritrocitarias (ACHE) y con la anhidrasa car

bénica, la capacidad de hidrolizar enlaces carboxil-éster:

0 0

1
esterasa R-OH + HO-C - R'

i
- - —-— 1
R-0 C~-R'" + HZO

carboxil-éster alcohol ac. carboxilico

La esterasa D, a diferencia de las otras esterasas eritroci-
tarias, reconoce como sustrato a los ésteres de 4-metilumbeliferona, pe-
ro no a los de naftol y, ademds, es la Unica que muestra polimorfismo g€
nético en poblaciones humanas ya que entre las otras tres, sélo se han
encontrado dos variantes fenotipicas raras de la esterasa A (Tashian,

1969).

La presencia de la esterasa D parece ser comin en los teji-
dos humanos. Los isoenzimas EsD han sido observados en extractos acuosos
de diferentes tejidos (leucocitos, corazén, higado, bazo, rifién, pulmén,
cerebro, gdénadas, intestino, misculo esquelético, etc.). Estudios en pla
centas e higados fetales han demostrado que los isoenzimas EsD son de-
tectables en los primeros estadios del desarrollo embrionario (8 semanaS)
estando totalmente desarrollada su secrecién en el momento del nacimien-
to (Hopkinson et al., 1973). El papel fisiolégico de este enzima no es-

t4, hasta el momento, totalmente esclarecido (Coates et al., 1975).
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El polimorfismo de la esterasa D fue descubierto por Hopkin-
son et al. (1973) mediante electroforesis de hemolizados en gel de almi-
dén, empleando para el revelado de las bandas isoenzimaticas ésteres de

compuestos fluorogénicos.

La utilizacidén de dicha técnica ha permitido la deteccidn de
tres variantes fenotipicas comunes EsD-1, EsD2-1 y EsD-2, cuyas imdgenes

electroforéticas se esquematizan en la figura 4. 16.

®

1-1 2-1 2-2

Figura 4.16: Esquema de los fenotipos comunes de la esterasa D.

Los fenotipos EsD-1 y EsD-2 muestran tres bandas electrofo-
réticas de intensidad decreciente en sentido andédico, presentando, en
conjunto, los isoenzimas EsD-2 mayor movilidad que los de EsD-~1. El fe-
notipo EsD2-~1 tiene también tres bandas, las dos extremas con la misma
movilidad que las bandas principales de EsD-1 y EsD-2, y la intermedia

de mayor intensidad.

Desde el punto de vista genético, los andlisis familiares
han demostrado que los tres fenotipos EsD estan controlados por dos ale-
los codominantes Ele y ESDZ. Mediante estudios de hibridacidén somitica
el locus correspondiente a la EsD parece estar situado en el cromosoma
13 humano (Heyningen et al., 1975; Bender y Grzeschik, 1976). Por otro

lado, los datos existentes sobre la distribucién de las frecuencias EsD
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y Esszonen de manifiesto una notable variacidén entre las poblaciones

humanas.

Adem@s de los alelos Ele y EsD2 se han detectado, asimismo
mediante electroforesis, otros alelos raros tales como EsD3 (Bender y
Frank, 1974), EsD3N (Omoto et al., 1978), 1":‘.SD3'1 (Suzuki et al., 1978),
EsD4 (Berg et al., 1976}, EsDMa (Hitzeroth et al., 1976), EsD6 (Radam et
al., 1980) y EsDCph (Dissing y Eriksen, 1984). También se ha descrito la
existencia de un alelo "silente", ESDO, (Marks et al., 1977; Sparkes et
al., 1979; Koziol y Stepien, 1980) cuya presencia puede ser puesta de ma
nifiesto mediante el andlisis cuantitativo de la actividad enziméatica.
La frecuencia de todos estos alelos es muy pequefla por lo que su contri-

bucién a la diversidad genética de las poblaciones es muy reducida.

Recientemente, el empleo de técnicas de electroforesis de al
to voltaje en agarosa y de isoelectroenfoque en poliacrilamida (PAGIF),
ha demostrado la heterogeneidad del fenotipo EsD-2. Este puede subdivi-
dirse en dos proteinas diferentes codificadas por dos genes alélicos
EsD2 y EsD5 (Martin et al., 1979; Olaisen et al., 1981). El hecho de que
el nuevo alelo Estse presente con frecuencias superiores al 1 %, viene
a incrementar el interés del sistema esterasa D como marcador genético
en estudios poblacionales. Asimismo, mediante técnicas de isoelectroenfo
que, se ha descrito la presencia de otro alelo polimérfico EsD7 en pobla

cién japonesa (Nishigaki y Itoh, 1984).
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4.4,2. METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

La separacién e identificacién de los fenotipos EsD se ha
llevado a cabo mediante electroforesis horizontal en gel de almiddn se-
gin la técnica de Harris y Hopkinson (1976) con ligeras modificaciones
(Vergnes et al., 1980). Dicha técnica posibilita la separacién simulté-
nea, en el misma migracidén, de las variantes isoenzimaticas de la fosfa-

tasa acida.

A.l1. Soluciones tampén empleadas.

Tampén citrato-fosfato, pH 5.9 (cubetas)

Citrato trisddico (2.H20) 44,10 g
NaH,PO ,. 2H,0) 33.81 g
EDTA (Na,) 1.86 g
Agua destiladd c.s.p. 1000 ml

Tampén del gel

Tampén cubétas (pH 5.9) diluido 1/100.

Tampén acetato 0.05 M, pH 5.2 (revelado EsD)

Acetato de sodio 4,1 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Ajustaar a pH 5.2 con dcido acético puro

A.2. Preparacidén del gel.

Los geles se elaboraron de modo andlogo a los de la adenosin-

deaminasa, afiadiendo inmediatamente antes de verter el almiddén en el mol
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de, una cantidad de mercaptoetanol equivalente al 4 % con respecto al vo

lumen total del gel.

A.3. Procedimiento de la electroforesis.

Rectangulos de papel Whatman N° 3 , de 0.5 x 0.7 cm, se empa
pan en los hemolizados y se insertan en el gel a 8 cm del extremo catédi
co. La migracién electroforética se realizé a 3.5 V/cm, durante 16 horas

¥ a una temperatura de 4 °C.

A.4, Revelado.

Las zonas de actividad EsD se revelan aprovechandc la capa
cidad de este enzima para hidrolizar ésteres de metilumbeliferil prodq—
ciendo un compuesto fluorescente detectable mediante luz ultravioleta.

Dicha reaccidén se halla esquematizada en la figura 4.17.

- o]

4-metilumbeliferilacetato

EsD
HO 0 o)
CH;—COOH N/
ac. acético
CH

3

4-metilumbeliferona
(fluorescente)

Figura 4.17: Reacciones enzimdticas que tienen lugar en el proceso de

revelado de los isocenzimas de la EsD.
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Una vez finalizado el periodo de migracidn electroforética,
se corta el gel horizontalmente por la mitad y se prepara la solucidn
reveladora. Para ello, se disuelven 4.5 mg de 4-metilumbeliferilacetato
(Sigma) en 1 ml de acetona, y se mezcla con 10 ml de tampdén acetato pH
5.2. Esta solucidén se vierte sobre el papel de filtro que cubre la cara
interna de una de las mitades del gel. Se incuba a temperatura ambiente
durante 10-15 minutos y se examinan, bajo una lampara de luz UV, las
bandas fluorescentes de actividad EsD. Los fenotipos EsD-1, EsD2-1 y EsD

2, se identifican tal como se muestra en la figura 4.18.

B. Métodos estadisticos.

Las frecuencias de los alelos Ele y EsD2 y sus desviacio-
nes tipicas han sido calculadas mediante las fdrmulas indicadas en

la pagina 18.






Figura 4.18: Fenotipos EsD mediante electroforesis en gel de almiddn.






4.4.3., RESULTADOS

El cuadro 4.9 muestra los resultados del andlisis electro-
forético de los isoenzimas EsD en la serie menorquina. En él se inclu
yen los valores fenotipicos observados y esperados asi como las frecuen

cias de los alelos Ele y EsD2 con sus dorrespondientes desviaciones ti

picas.

Entre los individuos estudiados se ha identificado la pre-

sencia de los tres fenotipos comunes, no habiéndose detectado ningin fe

notipos EsD raro.

La valoracién estadistica de las diferencias entre las fre-
cuencias empiricas y tedricas, mediante el test de Y%, indica que la se

rie menorquina se ajusta a las condiciones exigidas por la ley de Hardy

Weinberg.

Cuadro 4.9 : EsD. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.
Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. X2
1-1 : 280 (74.07 %) 282.02 (74.61 %) 0.0144
2-1 93 (24.60 %) 88.97 (23.54 %) 0.1828
2-2 5 (1.32 %) 7.02 (1.85 %) 0.5795
Total 378 378.00 0.7767%

Frecuencias génicas

ESD1 0.8638 * 0.0125

ESD2 0.1362 + 0.0125

* y? = 0,7767, P = 0.50 - 0.30, para 1 g.d.l.
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4.4.4 COMPARACIONES

Los datos obtenidos para el sistema EsD en diversas pobla-
ciones circunmediterraneas y del Centro y Norte de Europa se hallan
indicados en el cuadro 4.10. Asimismo en dicho cuadro figuran los re-
sultados de la comparacidén de cada una de estas series con la muestra
de Menorca. Llas frecuencias de los alelos Ele y EsD2 se han calculado
a partir de los tres fenotipos comunes descontandose, en su caso, los

fenotipos atipicos del total muestral.

A. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones de la Pe-

ninsula Ibérica.

Las investigaciones de que se dispone sobre el polimorfismo
EsD en la Peninsula Ibérica se reducen a cinco muestras espafiolas (in-
cluyendo Menorca), una portuguesa y una de vascos franceses (cuadro
4,10). La distribucién peninsular de los valores Ele se halla repre-

sentada en la figura 4.19.

La variacidén de las frecuencias del alelo Ele en las mues-—
tras consideradas es muy reducida, oscilando entre 0.826, en Portugal,

y 0.910 en vascos franceses.

El valor obtenido en Menorca (EsD = 0.864) resulta relati-
vamente bajo con respecto a otros grupos de poblacidén espafiola, si

bien queda incluido dentro del rango de variacidén peninsular.

La uniformidad de los valores espafioles queda confirmada
mediante la prueba de homogeneidad de la serie global formada por las
cinco muestras espafiola ( y* = 5.046; P = 0.80 - 0.70; 8 g.d.1.). Asi-
mismo se observe homogeneidad si se incluye la serie de vascos france-

ses ( ¥* = 9.607; P = 0.50 - 0.30; 10 g.d.l.). Por otro lado, cabe se-

flalar que el valor encontrado en la muestra portuguesa resulta ser
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significativamente méds bajo que los restantes, y su inclusidén en 1la

serie global hace que las diferencias sean significativas ( x?= 42.397;

P € 0.001; 12 g.d.l.).

Figura 4.19: Distribucidn del alelo Ele en poblaciones de la Peninsula Ibérica.

Los resultados de la comparacidn, mediante el test de

X2 , entre los grupos peninsulares, dos a dos (cuadro 4.11) reflejan

la mencionada homogeneidad de las muestras espafiolas y la posicidén
extrema de la serie de Portugal. La serie de Menorca difiere signifi-
cativamente del grupo de vascos franceses cuya frecuencia de EsD™ re-

presenta el extremo superior de la variabilidad de dicho alelo en las

poblaciones consideradas.
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Cuadro 4.11: EsD. Test de nomogeneidad entre distintas series de la Peninsula Ibérica.

Barcelona 1.586

Galicia (1982) 3.964  0.490

Galicia (1983) 1.721 0.069 1.210

Gerona 1.870 0.538 1.092 0.557

Vascos Fr. 7.280 3.290 1.938 4,377 2.922

Portugal 5.812 13.596 21.906 21.120 8.463 17.527
Menorca Barce- Galicia Galicia Gerona Vascos Fr.

lona (1982)  (1983)

Nivel de significacién 0.05, para 2 g.d.l., x? = 5.991.

B. Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterra-

neas y del Centro y Norte de Europa.

La distribucién geogréfica de los valores Ele en la Cuen-
ca del Mediterrdneo y en el Centro ¥y Norte de Europa, se hallan re-

presentadas, respectivamente, en las figuras 4.20 y 4.21.

Con respecto al Mediterréneo, cabe sefialar la falta casi
total de estudios realizados en poblaciones norteafricanas, lo cual

condici isid T
Clona una visién limitada de 1la reparticién del sistema EsD en

esta zona geografica (fig. 4.20). Los valores de EspDY de que se dispone

m .,
uestran un rango de variacién que oscila entre 0.762 en El1 Cairo (E-

ipto .
gipto) y 0.950 en el Norte de Italia, quedando la frecuencia de la

seri i 1
1e menorquina (EsD~ = 0.864) claramente incluida dentro del Ambito

de variacién mediterrineo,
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En las poblaciones del Centro y Norte de Europa, los valo-
res que delimitan la variacidn del alelo Ele corresponden curiosamente
a dos series de lapones con frecuencias de 0.757 {Lapland, Welch y
Lee, 1974) y 0.940 (Lapones de Suecia, Beckman y Beckman, 1977), no
encontrandose una razén légica que explique estas diferencias (Beckman
y Beckman, 1977). En el resto de las poblaciones consideradas, las
frecuencias de Ele son, en general, bastante uniformes estando 1la

mayoria de ellas comprendidas entre 0.85 y 0.90.

Mediante el test de y2?se han evaluado las diferencias entre
la serie menorquina y otras poblaciones mediterrédneas y del Centro
y Norte de Europa, indicandose en el cuadro 4.10 los resultados obteni-
dos. En el A&rea mediterrénea, se observan diferencias estadisticas
con las tres series que presentan las frecuencias mas bajas (< 0.80)
de Ele (Egipto y dos series de Israel), asi como con las muestras
que presentan los valores mds elevados ( > 0.90) (Norte de Italia y
la isla de Alonissos en Grecia). Entre las poblaciones del Centro y
Norte de Europa, Menorca difiere significativamente con las dos series
antes citadas de Lapones, asi como con otros grupos cuyas frecuencias

de Ele son superiores a 0.90.
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4.4.% DISTRIBUCION MUNDIAL DEL SISTEMA EsD

En el cuadro 4.12 se indican las frecuencias del alelo EsD
en diversos grupos de poblacidén agrupados por continentes. Estos datos,
junto con los incluidos en el cuadro 4.10 correspondientes a la cuenca
del Mediterrdneo y al Centro y Norte de Europa, completan la distribu-

cidén mundial de dicho alelo.

El andlisis de los datos existentes pone de manifiesto que
los alelos Ele y EsD2 se encuentran en todas las poblaciones, a excep-
cién de un grupo de amerindios (los Moro del Paraguay) y tres series de
Nueva Guinea, en los que el alelo EsD2 estd ausente. Asimismo, puede ob-
servarse que en la mayoria de las poblaciones consideradas, el alelo EsD
es el que presenta frecuencias mas elevadas. Valores de Ele inferiores
al 50 % Unicamente se han observado en dos tribus de amerindios del nor-

te de Brasil (Parakanan y Kraho) y en la muestra de Kadazan de Borneo.

En el continente africano, los valores de Ele muestran una
variacién global que oscila entre 0.737 (Nubios de Egipto) y 0.973 (Ban-
tls del Camertn). En la mayoria de las poblaciones africanas se aprecia
un predominio de valores altos ( > 0.90), superiores a los observados en

Europa.

los amerindios manifiestan una enorme variabilidad, desde
0.365 (Parakanan, norte de Brasil) hasta 1.00 (Moro, Paraguay). Esta am-
.plia dispersién tal vez sea atribuible al reducido tamafio de algunas

muestras o al alto grado de aislamiento de muchos de los grupos estudia-

dos.

Dentro del continente asidtico se pueden distinguir las po-
blaciones del Extremo Oriente de las del oriente Medio, con frecuencias
de Ele comprendidas entre 0.472 y 0.779, y entre 0.783 y 0.897, respec-
tivamente. Los grupos del subcontinente indio muestran una gran amplitud

de variacién, cuyos margenes se hallan situados entre 0.538 y 0.978.
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Cuadro 4,12 : Frecuencias de Ele en distintos grupos poblacionales.
1

POBLACION N EsD REFERENCIAS
AFRICA
AFRICA CENTRAL
Gambia. Negros 734 0.916 Welch y Lee, 1974
Nigeria. Yomba 64 0.938 Ojikutu et al., 1977
Camerin., Negros 92 0.946 Welch y Lee, 1974
Camerin. Bantus. Tikar 283 0.973 Goedde et al., 1979
Golfo de Guinea. Tofinu 100 0.935 - Spedini et al., 1980
Uganda. Negros 209 0.890 Papiha y Nahar, 1977
Burundi. Tutsis (Ruanda) 245 0.753 Le Gall et al., 1982
Burundi. Tutsis 468 0.740 Le Gall et al., 1982
Burundi. Bantu Hutus 363 0.836 Le Gall et al., 1982
Burundi. Bantu (Zaire) 90 0.917 Le Gall et al., 1982
Tanzania. Bantu Sukuma 145 0.872 Roberts y Papiha, 1978
PIGMEOS. Aka 438 0.816 Vergnes et al., 1979
AFRICA SUDCESTE
Kwanyama 115 0.961 Marks et al., 1977
Ndonga 98 0.954 Marks et al., 1977
Kwambi 76* 0.880 Marks et al., 1977
Mbalantu S6 0.920 Marks et al., 1977
Kwalundhi 60 0.942 Marks et al., 1977
Ngandjera 56 0.920 Marks et al., 1977
Nkolonkadhi 29 0.948 Marks et al., 1977
Namibia 57 0.895 Palmhert-Keller et al., 1983
AFRICA SUR .
Bantu 180 0.972 Blake, 1976
Sudafrica. Bantu Xhosa 276 0.953 Weissmann, 1983
AMERICA
ESQUIMALES
Canadéa 336 0.708 Cox et al., 1978
AMERINDIOS
Brasil Norte. Macushi 498 0.687 Neel et al., 1977
Brasil Norte. Wapishana 613 0.798 Neel et al., 1977
Brasil Norte. Makiritare 69 0.768 Mestriner et al., 1976
Brasil Norte. Yanomama 419 0.857 Mestriner et al., 1976
Brasil Norte. Parakanan 37 0.365 Mestriner et al., 1976
Brasil Norte. Gorotire 163 0.561 Mestriner et al., 1976

* Se encontrd un individuo de fenotipo EsD: 0.

4
[
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POBLACION N EsD REFERENCIAS
Brasil Norte. Kraho 146 0.469 Mestriner et al., 1976
Brasil Sur. Caingang 74 0.655 Mestriner et al., 1976
Chile Sur. Mapuche 51 0.824 Mestriner et al., 1976
Guayana Francesa. Emerillon 55 0.700 Tchen et al., 1978
Guayana Francesa. Wayampi 238 0.844 Tchen et al., 1978
Paraguay. Moro 112 1.000 Mestriner et al., 1976
ASIA
AFGANISTAN
Afganos 224 0.897 Papiha y Nahar, 1977
Tajik 310 0.821 Goedde et al., 1977
Pushtu 210* 0.854 Goedde et al., 1977
Hazara 174 0.810 Goedde et al., 1977
Usbek 124+ 0.783 Goedde et al., 1977
FILIPINAS
Negrito 12Qg%++ 0.779 Omoto et al., 1978
INDIA

Norte de la India

- - - - —

Himachal Pradesh

Bhamour. Brahmans 39 0.821 Singh et al., 1982
‘Distrito Chamba: Scheduled castes 22 0.955 Singh et al., 1982
Rajputs-Gaddis 70 0.757 Chahal et al., 1982
Gaddi-Brahmins 39 0.744 Chahal et ai., 1982
Distrito Kangra: Rajputs-Gaddis 23 0.978 Singh et al., 1982
Rajputs-Gaddis 145 0.793 Chahal et al., 1982
Brahmins 105 0.738 Papiha et al., 1982
Chowdhury 111 0.716 Papiha et al., 1982
Gaddi~Rajputs 76 0.789 Papiha et al., 1982
Chamar 42 0.786 Papiha et al., 1982
Nepali 22 0.727 Papiha et al., 1982
Pangi Tehsil. Pangwalas 129 0.872 Singh et al., 1982
Simla. Himachalis 125 0.764 Papiha y Nahar, 1977
Simla y Darmsala. Tibetanos 114 0.592 Papiha y Nahar, 1977
Tehsil. Rajputs-Gaddis 117 0.876 Singh et al., 1982
Punjab
Punjabis. 40 0.800 Papiha y Nahar, 1977
Distrito Lﬁdhiana. Jat Sikhs 156 0.814 Woocley et al., 1983
Distrito Patiala: Jat Sikhs 102 0.79¢ Papiha et al., 1982

* Se encontrdé un individuo de fenotipo EsD: 3-1.
*# Se encontraron 4 individuos de fenotipo EsD: 3-1.

### Se encontraron 24 individuos de fenotipo EsD: 3N-1 vy 2 de fenotipo EsD: 3N-2.
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POBLACION N EsD REFERENCIAS
Distrito Patiala: Ramdasia Sikhs 76 0.809 Papiha et al., 1882
Mahajan Agarwal 104 0.798 Papiha et al., 1982
Chandigarh. Punjabi 303 0.797 Cartwright et al., 1976
Haryana. Jats 94 0.819 Papiha y Nahar, 1977
Delhi
Jains 94 0.782 Bhasin et al., 1981
Muslims 100 0.730 Papiha y Nahar, 1977
Rajasthan
Distrito Udaipur: Paliwal Brahmins 62 0.831 Papiha et al., 1982
Rajput 80 0.725 Papiha et al., 1982
Oswal Mahajan 99 0.722 Papiha et al., 1982
Bhil tribe 47 0.660 Papiha et al., 1982
Meghwal 73 0.706 Papiha et al., 1982
Meena tribe 78 0.692 Papiha et al., 1982
Qeste de_la India
Gujarat
Saurashtra. Vania Soni 27 0.833 Undevia et al., 1978
Gujarat. Vania Soni 15 0.867 Undevia et al., 1978
Total Vania Soni 42 0.845 Undevia et al., 1978
Surat. Gujarati 283 0.829 Papiha y Nahar, 1977
Maharashtra
Chitpavan Brahmin 68 0.765 Mukherjee et al., 1979
Desasth Rigvedi 78 0.750 Mukherjee et al., 1979
Desasth 96 0.729 Das et al., 1977
Brahmin 71 0.768 Das et al., 1977
Chadrasenya 88 0.830 Mukherjee et al., 1979
Chadrasenya a3 0.828 Das ét al., 1977
Maratha 63 0.714 Mukherjee et al., 1979
Maratha 49 0.755 Das et al., 1977
Nava Budha 45 0.789 Mukherjee et al., 1979
Nava Budha 47 0.723 Das et al., 1977
Bhil 28 0.607 Mukherjee et al., 1879
Bhil 33 0.591 Das et al., 1977
Parsis 89 0.736 Mukherjee et al., 1979
Parsis 91 0.731 Das et al., 1977
Sindhi 183 0.899 Blake, 1976
Katkari 100 0.745 Mukherjee et al., 1979
Katkari 99 0.747 Das et al., 1977
Este de la India
Assam. Assamese 179 0.726 Benckmann y Goedde, 1375
West Bengal. Santal 92 0.745 Das et al., 1977
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POBLACION N EsD REFERENCIAS
Centro_de la India
Madhya Pradesh
Distrito Jhabna. Bhils 143 0.738 Papiha et al., 1978
Sur ge_la Ingia
Tamil Nadu
Nilgiri Hills: Kota 549 0.766 Ghosh et al., 1977
Kolams 130 0.538 Blake, 19786
Kerala. Malayalis 76 0.803 Papiha y Nahar, 1977
Andhra Pradesh
Koya Dora 96 0.719 Veerraju et al., 1982
Konda Kammara 109 0.642 Veerraju et al., 1982
Brahmins 175 0.749 Kumar y Rao, 1982
Muslims 350 0.740 Kumar y Rao, 1982
Scheduled castes 165 0.706 Kumar y Rao, 1982
Miscellaneous castes 160 0.706 Kumar y Rao, 1982
Yanadis 183 0.601 Reddy et al., 1981
CEILAN
Sinhalese 135 0.763 Papiha y Nahar, 1977
BANGLADESH
Bengali Muslims 166 0.771 Papiha y Nahar, 1977
NEPAL
Nepaleses 364 0.618 Sunderland et al., 1979
Nepaleses 134 0.649 Welch y Lee, 13874
Nepaleses 365 0.618 Cartwright et al., 1976
INDONESIA
Bali 316 0.701 Breguet et al., 1982
IRAK
Iraquies 320 0.792 Papiha y Al-Agidi, 1976
JAPON
Mie (Centro y Oeste) 847 0.650 Ishimoto et al., 1974
Tokio 1066 0.658 Omoto et al., 1975
Is. Okinawa 179 0.631 Omoto et al., 1975
Ainu (Is. Iburi) 94 0.681 Omoto et al., 1975
KUWAIT
Kuwaities 160 0.803 Cartwright et al., 1976
MALASIA
Borneo. Kadazane 214 0.472 Tan et al., 1979
Singapur: Malayos ie8 0.644 Blake, 1976
Chinos 262 0.565 Blake, 1976
Indios 171 0.740 Blake, 1976
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POBLACION N EsD REFERENCIAS

SUMATRA
Toba Batak 147 0.707 Blake, 1976
Islas Nias 192 0.768 Blake, 1976

OCEANTIA

AUSTRALIA
Aborigenes. Beagle Bay 103 0.883 Blake, 1976
Aborigenes. Isla Elcho 142 0.961 Blake, 1976
Aborigenes. Gurinji 155 0.939 Blake, 1976
Aborigenes. Waljbiri 286 0.830 Blake, 1976
NUEVA GUINEA. PAPUA
Distrito Central. Motu - 204 0.691 Blake, 1976
Highlands Este: Gadsup 62 0.887 Blake, 1976
Bena Bena 134 0.978 Blake, 1978
Asaro 50 0.970 Blake, 1976
Fore 57 0.930 Blake, 1976
Total Highlands Este 303 0.949 Blake, 1976
Asaro 56 0.§82 McLoughlin et al., 1982b
Distrito Chimbu. Chimbu 52 0.981 Blake, 1976
Distrito Morobe: Wantoat 531 0.996 Blake, 1976
Yupna 310 0.945 Blake, 1976
Tep Tep 219 0.989 Blake, 1976
Isla Siassi 286 0.836 Blake, 1976
Distrito Madang: Pihon 164 0.979 Blake, 1976
Torricelli 40 0.950 Blake, 1976
Manum 153 0.853 Blake, 1976
Sepik~Ramu 116 0.940 Blake, 1976
Isla KarKar: Takia (Gamog) 17% 0.863 Blake, 1976
Takia (Boroman) 191 0.929 Blake, 1976
Total Takia 366 0.898 Blake, 1976
Distrito Sepik Este: Sepik Hill 213 0.986 Blake, 1976
Middle Sepik 8g* 1.000 Blake, 1976
Lower Sepik 94 1.000 Blake, 1976
ighlands Oeste. Porgera 64 1.000 Blake, 1976
Distrito Qeste. Star Mtns 351 0.957 Blake, 1976
Provincia Salomon. Isla Buka 80 0.800 McLoughlin et al., 1882a

NUEVA GUINEA. IRIAN JAYA

Auyu 222 0.986 Blake, 1976
Asmat 146 0.976 Blake, 1976
Moni 264 1.000 Blake, 1976

* Se encontrd un individuo de fenotipo EsD: 3-1.
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POBLACION N EsD REFERENCIAS
ISLAS CAROLINAS
Oeste 273 0.555 Blake, 1976
Este 952 0.571 Blake, 1976
ISLAS FI1JI
54 0.815 Blake, 1976
ISLAS SALOMON
Distrito Este: Islas Santa Cruz 253 0.848 Blake, 1976
Islas Reef 111 0.860 Blake, 1976
Isla Ndeni (Sta. Cruz) 351 0.818 Mazzur y Blake, 1981
Distrito Central. Rennell y Bellona 275 0.609 Blake, 1976
SAMOA
Samoyanos (Nueva Zelanda) 101 0.579 Booth et al., 1977
ISLAS TOKELAU
575 0.691 Blake, 1976
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. 1 .
En Oceania, el alelo EsD™ varia entre 0.555 y 1.00. Las fre
cuencias mas elevadas corresponden a Nueva Guinea donde, salvo unas po-
cas excepciones, son superiores a 0.90. Asimismo, los Aborigenes Autra

lianos presentan valores altos de EsDL (0.830 - 0.961).

En la figura 4.22 se representa graficamente la distribucién
del alelo Ele en siete amplias zonas geograficas, quedando de manifies=

to que:

1.- Las frecuencias mads elevadas de este alelo corresponden
a determinadas poblaciones de Nueva Guinea (Oceania), Africa sudsaharia-~

na y algunos grupos aislados de amerindios y del norte de la India.

2.- Considerando las muestras indicadas en los cuadros 4.10
y 4.12, se observa que la variabilidad més reducida del alelo Ele se en
cuentra en Europa y el Africa sudsahariana, presentando valores mucho

mas dispersos Asia, América y Oceania.

3.~ Con respecto al continente asiatico, se puede observar
una cierta separacidén entre las poblaciones del Extremo Oriente y las de
Oriente Medio, si bien el nlmero de muestras estudiadas es més bien esca
so. Por otro lado, contrasta la gran abundancia de datos existentes en
el subcontinente indio (69 series), donde la mayoria de los valores de
Ele (el 75 %) se sitlan en la parte central del rango (0.70-0.85), el
cual se solapa parcialmente con las variaciones presentadas por las o-

tras dos zonas asidticas antes mencionadas.
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4.5, FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA (ACP-1; EC 3.1.3.2)

4.5.1, CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y GENETICAS

Este enzima es una fosfohidrolasa y fosfotransferasa que
separa grupos fosfato de compuestos orgénicos y los transfiere a molé-
culas aceptoras. Sin embargo, el papel fisioldgico de este enzima no
se conoce con exactitud, habiéndose sugerido al respecto que uno de los
sustratos naturales podria ser la riboflavina-5-fosfato que forma parte

del mononucledtido de flavina (Harris, 1980).

En el hombre se han descrito varios tipos de fosfatasas &aci
das, de distribucién variable segin los tejidos, que difieren en sus
propiedades bioquimicas y en cuyo control genético estdn implicados el
menos tres loci designados como ACPl, ACP2 y ACPB. Entre ellas, la fos-
fatasa &cida eritrocitaria, denominada ACP-1, es el tipo principal de
fosfatasa presente en los hematies, aunque no el Unico, encontréndose,

ademds, en leucocitos y otros tejidos corporales.

Desde el punto de vista bioquimico, la ACP-1 difiere de las
otras fosfatasas &cidas en sus propiedades de inhibicién, ya que, por e
jemplo, es inhibida por la farmalina pero no por el acido D(+)-tartéri-
co. Asimismo muestra distinta especificidad por el sustrato, pues no
hidroliza el fosfato de alfa-naftol usado normalmente en la deteccidn
de las otras fosfatasas tisulares. La fosfatasa &cida eritrocitaria
(ACP-1) actia sobre distintos sustratos mostrando las mayores activida-
des con difosfato de fenolftaleina, fosfato de p-nitrofenol, riboflavi-

na-5-fosfato y fosfato de fenol (Hopkinson y Harris, 1969).

La fosfatasa &cida eritrocitaria es uno de los primeros en-
zimas en que se describid la existencia de un polimorfismo electroforé-
ticamente determinado. Fue descubierto por Hpkinson et al. (1963} me-
diante electroforesis en gel de almidén de hemolizados, usando como sus

trato para el revelado, difosfato de fenolftaleina.
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En poblaciones caucasoides, el polimorfismo ACP-1 comprende
seis fenotipos comunes A, BA, B, CA, CB y C (Hopkinson et al., 1963;
Lai et al., 1964), cuyas iméagenes electroforéticas pueden parecer dis-
tintas seglin el tampén o el pH empleados, tal como se indica de forma

esquematizada en la figura 4.23.

En general, los distintos fenotipos difieren entre si en mo
bilidad electroforética, en el nuimero de iscenzimas que presentan y
en la actividad relativa de sus componentes que viene reflejada en el
grosor de las bandas. Los tipos A, B, CB y C muestran cada uno dos com-
ponentes isoenziméticos, mientras que las imdgenes electroforéticas de

los fenotipos BA y CA son mas complejas (fig. 4.23).

El carécter hereditario de los seis tipos electroforéticos
mencionados ha sido demostrado por estudios familiares de segregacidn,
confirmandose que dichos fenotipos estan determinados por tres alelos
codominantes ACP?, ACP? y ACPg,

ma 2 humano (Junien et al., 1979). Las combinaciones genotipicas homoci

de un locus ACPl situado en el cromoso-

gbticas corresponden a los tipos A, B y C, mientras que los fenotipos

BA, CA y CB representan los genotipos heterocigdticos.

La naturaleza de las diferencias estructurales entre los
productos génicos de los alelos ACP?, ACP? y ACPg no se conoce con
exactitud, sin embargo, se supone que estos alelos se han originado,
unos a partir de otros, por mutacién, y que las cadenas polipepti-~
dicas codificadas por cada uno de ellos difieren en unc o unos pocos
aminoécidos. Las dos bandas de los homocigotos corresponden a dos pro-
teinas isoenzimidticas determinadas por un mismo alelo, y por tanto las
dos tendrian la misma cadena polipeptidica, explicéndose su diferente

movilidad electroforética por diferencias conformacionales en la molé-

cula (isdémeros conformacionales)(Harris, 1980).

En los estudios de los fenotipos ACP-1 no se han observado

diferencias entre ellos en la especificidad por el sustrato, ni en ciné
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Figura 4.23: Esquema de las imédgenes electroforéticas de la ACP-1 segin

el tampén y pH utilizados.
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tica enzimdtica, pero son significativamente distintos en su estabili-
dad frente al calor, siendo el orden de termoestabilidades relativas

C B A, y las de los heterocigotos intermedias con respecto a las de
los homocigotos. Por otra parte, los isoenzimas de cada fenotipo homoci
gbético difieren entre si en sus propiedades cinéticas y en termoestabi-
lidad, siendo el isoenzima mas anddico menos estable que el de menor

movilidad (Harris, 1980).

Las distintas formas estructurales del enzima determinadas

por cada uno de los alelos ACP1 estén también asociadas con variaciones

cuantitativas en la actividad enzimidtica, mostrando los alelos ACP?,
ACP?, ACP? una relacidn aproximada de 2 : 3 : 4 . Ademds, el hecho de

que los heterocigotos presenten actividades intermedias con respecto

a los homocigotos, ha llevado a establecer que los efectos cuantitati-
vos de los tres alelos son aditivos, es decir, que los valores de los
heterocigotos corresponden a los promedios de las actividades de los ho
mocigotos respectivos (¥ A + % B = BA). A este respecto cabe también
seflalar que cuando se determinan las actividades de la fosfatasa 4cida
eritrocitaria en una muestra poblacional, se obtiene una curva continua
unimodal que, en realidad, es la suma de una serie de distribuciones
distintas y solapadas, correspondientes a cada uno de los distintos fe-

notipos ACP-1 (fig. 4.24).

Ademds de los fenotipos determinados por los alelos ACP? ,

B C
ACP1 y ACPl, se han encontrado otras variantes raras controladas por ale

los de frecuencia muy baja como ACP?, ACP? y ACP? (Beckman, 1978). De
ellos, el alelo ACPR

1
gridos, alcanzando valores de 0.2 en algunas poblaciones del sur de Afri

se presenta con frecuencias apreciables en los né-

ca (Jenkins y Corfield, 1972). Asimismo, estudios de segregacién en fa-
milias han puesto de manifiesto la existencia de un .alelo "silente",ACPg
(Herbich et al., 1970) cuya frecuencia en poblacién danesa se ha estima-

do en aproximadamente el 0.1 % (Dissing et al., 1976).

Los datos existentes sobre la posible relacidn entre los fe-

notipos ACP-1 y diversas enfermedades indican una incidencia significa-

- 386 -



Frecuencia relativa

T T T 1 T T T ¥
100 140 180 220 260
Actividad enzimidtica

Figura 4.24: Distribucién de la actividad de la fosfatasa &cida eritroci
taria en la poblacidén general (linea de trazos) y activida-

des parciales fenotipicas (tomado de Harris, 1980).

tivamente mas elevada del fenotipo CB en pacientes con psoriasis vulgaris
(Walter et al., 1977), asi como de los fenotipos A y, especialmente, BA
en casos de enfermedades atdépicas (dermatitis atdpica, fiebre del heno,
rinitis alérgica, asma bronquial y urticaria aguda) (Brachtel et al.,
1979). Cabe sefialar, sin embargo, que dado el cardcter aislado de estos
estudios, son precisos nuevos datos que confirmen estas posibles asocia

ciones para asi poder establecer conclusiones significativas.

Asimismo, con respecto a la distribucidén mundial de los ale-

los ACPA v ACP?, cabe mencionar las observaciones de Walter (1976) sobre

una corielacién negativa y significativa entre las frecuencias de ACP? y
la temperatura media anual, lo que llevé a suponer que el gen ACP? podria
tener una ventaja selectiva en climas cédlidos. Sin embargo, algunos datos
poblacionales obtenidos desde entonces, no parecen compatibles con esta
hipdtesis, por lo que es necesaria una revisidén de estos resultados para
poder establecer conclusiones sobre el posible valor selectivo del poli-

morfismo ACP-1.
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4.5.2 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

La identificacidén de las variantes fenotipicas se ha lleva-
do a cabo mediante la técnica electroforética descrita para el enzima
EsD (pagina 357s ). Una vez realizada la migracién, una de las mitades

del gel fue sometida a un proceso de tincidn especifica.

A.1. Solucidn tampdén empleada.

Tampbn citrato 0.05 M, pH 5.9

Acido citrico 10.5 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Ajustar a pH 5.9 con NaCH

A.2. Revelado

El procedimiento seguido se basa en la hidrélisis enzimé-
tica del difosfato de fenolftaleina tal como se indica en la figura
4,25. La fenolftaleina libre es relativamente insoluble y queda bastan-
te bien localizada en las zonas de actividad enzimdtica, pero es inco-
lora a pH 5.9 por lo que se puede hacer visible alcalinizando el pH

del medio.

Sobre la cara interna del gél, cubierta con una lémina
de papel Whatman N2 3, se vierte una solucién al 0.35 % de difosfato
de fenolftaleina en tampdn citrato pH 5.9, procurandec que el papel
quede perfectamente impregnado y adherido a la superficie del gel.
A continuacién se incuba a la estufa a 37 2C, durante unas 4 horas,
al cabo de las cuales se retira el papel de filtro y se afladen unas

gotas de amoniaco sobre el gel. El cambio de pH inducido por el amonia-~
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co hace virar a rojo la fenolftaleina libre, haciéndose visibles de

este modo, sobre el gel las zonas de actividad ACP-1 (figura 4.26).

H2P03 - 0 0 - PO\SHZ

(difosfato de fenolftaleina)

HO OH
H§PO a

(4c. fosfdrico)

(fenolftaleina*)

(* color rojo en presencia
de alcalis)

Figura 4.25: Reaccién de tincién de los isoenzimas de la fosfatasa aci-

da eritrocitaria (ACP-1).
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B. Métodos estadisticos.

El célculo de las frecuencias alélicas y de sus desviacio-
nes tipicas se ha efectuado segin el métode del 'recuento de genes",

utiiizando las expresiones indicadas en las péginas 17 y 18.
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Figura 4.26: Fenotipos ACP-1 mediante electroforesis en gel de almiddn.






4.5.3 RESULTADOS

En el cuadro 4.13 se presentan los resultados obtenidos

para el sistema ACP-1 en la serie de Menorca.

En la muestra analizada se han detectado los seis fenotipos
mas comunes en poblaciones caucasoides, siendo el tipo B el que muestra

la frecuencia mas elevada (52.72 %) seguido del BA (33.24 %).

Al comparar los valores fenotipicos observados con los
esperados mediante el test de x?, no se obtienen diferencias signifi-
cativas, por lo que se admite que la poblacidn estudiada se halla en

equilibrio Hardy-Weinberg.

Cuadro 4.13: ACP-1, Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. X

A 28 (8.02 %) 21.69 (6.21 %) 1.8357
BA 116 (33.24 %) 125.14 (35.86 %) 0.6676
B 184 (52.72 %) 180.52 (51.72 %) 0.0671
CB 18 (5.16 %) 15.82 (4.53 %) 0.3004
CA 2  (0.857 %) 5.48 (1.57 %)

C 1 (0.29 %) 0.35 (0.10 %) 1.3737
Total 349 , 349,00 4.2445

Frecuencias alélicas

ACP? 0.2493 + 0.0le4
ACP? 0.7192 ¥ 0.0170
ACP? 0.0315 ¥  0.0066

x? = 4.2445; P = 0.20 - 0.10; para 2 g.d.l.
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4.5.4 COMPARACIONES

En el cuadro 4.14 se muestran las distribuciones fenoti-
picas del sistema ACP-1 obtenidas por diversos autores en poblaciones
de la Cuenca Mediterrénea y del Centro y Norte de Europa. Las frecuen-
cias alélicas, calculadas a partir de los datos fenotipicos, se indi-
can en el cuadro 4.15, junto con los resultados x?de la comparacién

de cada una de ellas con la serie menorquina.

A. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones de la Pe-

ninsula Ibérica.

Los datos disponibles sobre el polimorfismo ACP-1 en la
Peninsula Ibérica corresponden a siete series espafiolas y una de vas-
cos franceses (cuadros 4.14 y 4.15), cuyas frecuencias génicas se ha-

llan representadas graficamente en las figuras 4.27, 4.28 y 4.29.

Los rangos de variacién de los alelos ACP-1 para el conjun-

to de las muestras consideradas son:

ACP?: 0.222 (Vascos Fr.) 0.397 (Andalucia)
ACP?: 0.580 (Andalucia) 0.768 (Vascos Fr.)
ACPE: 0.010 (Vascos Fr.) 0.061 (Barcelona)

En general, los valores observados en la Peninsula son
bastante heterogéneos como se pone de manifiesto al analizar la homo-
geneidad de la muestra global formada por las ocho series comparadas
(x? = 91.848; P « 0.001; 28 g.d.1.). Lo mismo se obtiene si se consi-
deran unicamente los siete grupos de poblacidén espaficla (x% = 66.682;

P < 0.001; 24 g.d.1.).
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Figura 4.27: Distribucidn del alelo ACPA

1 en poblaciones de la Peninsula Ibérica.

Figura 4.28: Distribucidn del alelo ACPB

1 en poblaciones de la Peninsula Ibérica.
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Figura 4.29: Distribucidn del alelo ACP? en poblaciones de la Peninsula Ibérica.

Los resultados de la muestra de Menorca (ACPi = 0.249,

ACP? = 0.719 y ACP? = 0.032) quedan, en general, dentro de los limites
de variacidén de las poblaciones comsideradas, si bien cabe sefialar

A
1
minimo y méaximo, respectivamente, dentro de la variacién observada

que los valores menorquines de ACP, y ACP? representan los valores

en los otros grupos espaiioles.

Los valores X’ obtenidos al comparar dos a dos estas pobla-
ciones, se indican en el cuadro 4.16. La muestra de Menorca presenta
diferencias significativas con las de Galicia, Barcelona, Meseta Cen-
tral y Andalucia. Cabe destacar también que esta Gltima difiere signi-

ficativamente de todos los grupos comparados.
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B. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones circunmedi-

terraneas y del Centro y Norte de Europa.

Las figuras 4.30, 4.31 y 4.32 expresan graficamente la
distribucién de las frecuencias ACP?, ACP? y ACP? en la Cuenca Medite-
rranea. Asimismo, en las figuras 4.33, 4.34 y 4.35 se muestra la repar-
ticién geografica de dichas frecuencias en las poblaciones del Centro

y Norte de Europa.

En el Mediterraneo, los margenes de variacién de las fre-

cuencias ACP-1 quedan comprendidas entre:

ACP? : 0.021 (Judios del Yemen, Isr.) - 0.397 (Andalucia)
ACP? : 0.580 (Andalucia) - 0.952 (Judios Ye, Isr
ACPE : 0.000 (Argelia, Egipto) ~ 0.099 (Grecia)

En general, dentro de esta zona geografica se puede obser-
var una clara separacidén entre los grupos norteafricanos y el resto
de poblaciones mediterraneas. En efecto, el norte de Africa se carac-
teriza por presentar lass frecuencias mas altas de ACP? (> 0.80) y
las més bajas de ACPQ (<0.20) y ACPi
terréneo septentrional, los valores predominantes quedan comprendidos
entre los siguientes margenes: ACP? (0.20 -~ 0.35), ACP? (0.60 ~ 0.75)

y ACPi (0.02 - 0.09).

(< 0.02). En cambio, en el Medi-

Por otro lado, dentro de la variabilidad correspondiente

a la cuenca norte, la zona central, con valores relativamente bajos
de ACP? y elevados de ACP?,

tal y occidental.

parece diferenciarse de los extremos orien-

Los resultados obtenidos. en la serie menorquina (ACP? =

= 0.719 y ACP®

1 =0,032) quedan dentro de la variabilidad

0.249, ACP?
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presentada por estos tres alelos en el Mediterréneo noroccidental.

En el Centro y Norte de Europa, las frecuencias de los

alelos ACP-1 muestran los siguientes rangos de variacién:

ACP?: 0.153 {lapones, Finlandia) -  0.507 (lapones, Suecia)
ACP?: 0.462 (lapones, Suecia) - 0.750 (lapones, Finlan.)
ACP?: 0.008 (lapones, Noruega) -~ 0.160 (Polonia)

Llama la atencidén el hecho de que los valores extre-
A

1 Y ACP? correspondan

mos de la variabilidad de los alelos ACP

a muestras de lapones.

En el resto de poblaciones se observan valores relativa-
mente uniformes de ACPi, comprendidos entre 0.30 y 0.40, que resultan
ser, en promedio, superiores a los del Mediterréneo. Las frecuencias
de ACP? son también bastante homogéneas {0.55 - 0.65) siendo particu-
larmente abundantes los valores mas elevados en las muestras mas occi-

dentales. Con respecto al alelo ACPC la mayoria de las poblaciones

l’
muestran valores comprendidos entre 0.05 y 0.10.

? se han evaluado las diferencias

Mediante el test de ¥
en las distribuciones fenotipicas entre la serie de Menorca y las res-

tantes poblaciones, cuyos resultados se incluyen en el cuadro 4.15.

Dentro del &area mediterrdnea se encuentran diferencias
significativas con la mayoria de los grupos considerados, apre-
cidndose homogeneidad Gnicamente con una muestra italiana (Bolog-
na), una griega (Is. Alonissos), Turquia, El Cairo y varias se-

ries de judios de Israel.

Asimismo, con respecto a las poblaciones del Centro y Norte
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de Europa, Menorca difiere estadisticamente con casi todas ellas,
con excepcidén de una muestra de Alemania, otra irlandesa y Bulga-

ria.
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4.5.5 DISTRIBUCION MUNDIAL DEL SISTEMA ACP-1

Las frecuencias obtenidas para el sistema ACP-1 en diver-
sas poblaciones mundiales se hallan indicadas en los cuadros 4.15 y
4.17. Los datos encontrados en los distintos continentes permiten lle-

var a cabo las siguientes consideraciones.

En Africa, las frecuencias de ACP? (0.021 - 0.257) resultan
ser, en promedio, mas bajas que las observadas en Europa. Para el alelo
ACP? los valores son mas elevados (0.713 - 0.979) a excepcidén de los
Khoisénidos (0.379 - 0.656). El alelo ACPC

1
reciendo sdélo en algunas pocas poblaciones con un valor maximo del

es muy poco frecuente, apa-

3.5 % en Khartum (Sudén). Un alelo que parece ser exclusive de las
poblaciones africanas, el ACP?, presenta entre los Khbisénidos las

frecuencias més elevadas (0.143 - 0.515).

Entre los amerindios se aprecia una gran variabilidad para

los alelos ACPA (0.005 - 0.874) y ACP? (0.326 - 0.995). Los indios

Athabaskans de:lAlaska muestran las frecuencias méas extremas de los
alelos ACP? (0.674) y ACP? (0.326) encontradas hasta la fecha. Los
esquimales presentan asimismo valores relativamente altos de ACP?
(0.477 - 0.601) y bajos de ACP. (0.399 - 0.512). El alelo ACE; es muy

poco frecuente en todo el continente americano.

Los valores asiaticos de ACP? (0.006 - 0.467) y ACP? (0.533
- 0.994) muestran también amplios margenes de variacidén. Sin embargo,
cabe sefialar que en la mayoria de los grupos estudiados, las frecuen-

cias de ACPA quedan comprendidas entre 0.20 y 0.40, y las de ACP? entre

1
0.60 y 0.80. E1 alelo ACPS parece presentarse Unicamente en poblaciones

de Oriente Medio y Prdéximo.

En Oceania, los aborigenes australianos se caracterizan

por frecuencias muy bajas de ACP? (0.000 - 0.069) y muy elevadas de
B . .

ACP1 (0.931 - 1.000), no habiéndose detectado la presencia de otros
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alelos ACP-l. En Nueva Guinea y otras islas del continente, los valores
de ACP? son ligeramente mds altos que los anteriores, estando compren-
didos entre 0.096 y 0.383. Los datos de una serie de las islas Caroli-
nas resultan ser del mismo orden que los de los aborigenes australia-

nos.

En resumen, los datos existentes sobre la distribucidn
mundial del polimorfismo de la fosfatasa Aacida eritrocitarias ponen

de manifiesto que:

l.- El alelo ACP? es el mas comin en todas las poblaciones
estudiadas, excepto en esquimales, noramerindios y lapones de Suecia,

entre los que la frecuencia del alelo ACP? es algo mas alta.

2.—- El1 alelo ACPg se presenta con frecuencias relativamente
elevadas UGnicamente en poblaciones caucasoides de Europa donde, en

cualquier caso, no excede del 16 %.

3.- El1 alelo ACP? parece estar limitado a los négridos,
en particular a los Khoisdnidos cuyas frecuencias son superiores al

14 %.
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4.6 GLIOXALASA I (GLOI; EC 4.4.1.5)

4,6.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y GENETICAS

Este enzima forma parte del sistema enzimdtico ''glioxalasa"
que cataliza la transformacién del metilglioxal en Acido lactico, ac-
tuando el glutatién (GSH) como cofactor. Este sistema incluye dos enzi-
mas, la glioxalasa I y la glioxalasa II. La primera, conocida también
como S-lactoilglutationliasa (EC 4.4.1.5), cataliza 1la conversién
irreversible del metilglioxal y glutatién reducido, en S-lactoilglu-
tatibén. La glioxalasa II o S-2-hidroxiacilglutation hidrolasa (EC
3.2.1.6), cataliza la descomposicidén del S-lactoilglutatidén, producien-
do &4cido lactico y GSH. La actuacidén de dichos enzimas se puede esque-

matizar del siguiente modo:

CH3 - CO - CHO glu CH3 -~ CHOH - COOH
(metilglioxal) | (4cido l&actico)
Gml-cna-cmﬂ-co—s-cys GLO 11
glu - cys - gly g]l.y glu - cys - gly
;H (S-lactoilglutatidn) éH
(glutatién, GSH) (glutatidn)

El papel fisiolégico de este sistema enzimdtico es practi-
camente desconocido., No obstante se ha sugerido que podria represen-
tar un estimulador fisioldégico de la divisidn celular en cuanto que
elimina el metilglioxal que es un supuesto inhibidor de dicho proceso

(Riddle y Lorenz, 1973).

Tanto la GLOI como la GLO II se hallan presentes en numero-
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sos tejidos, mientras que los hematies humanos contienen solamente
GLO I, de ahi que su actividad pueda detectarse por la desaparicién
de glutatidén al incubar los hemolizados con una mezcla de metilglioxal

y glutatidn.

La GLO I eritrocitaria tiene un peso molecular de 52.000,
con un punto isoceléctrico prdéximo a pH 5. Dicho enzima es inhibido,
en general, por agentes quelantes y activada por cationes divalentes

(KSmpf, 1980).

Mediante el analisis electroforético de hemolizados, K&mpf
et al. (1975 a) demostraron que en el hombre, la GLO I es un enzima
polimérfico con tres fenotipos comunes GLO-1, GLO 2-1 y GLO-2, cuyas

imigenes electroforéticas se hallan esquematizadas en la figura 4.36.

GLO 2 2-1 1

Figura 4.36: Fenotipos comunes de la GLO I eritrocitaria humana (KSmpf

et al., 1975 a).

Los fenotipos GLO-1 y GLO-2 muestran una sola zona de ac-
tividad enzimatica, practicamente de la misma intensidad, pero con
diferente movilidad. El tipo GLO 2-1 presenta, en cambio, tres bandas,
las dos extremas con movilidades equivalentes a las de los fenotipos

GLO-1 y GLO-2, pero de menor actividad (aprox. del 50 %), y una banda
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intermdia de la misma intensidad que las correspondientes a GLO-1 y
GLO-2. Estos patrones electroforéticos son tipicos de los enzimas dimé-
ricos en los que las dos subunidades de la molécula muestran la misma
actividad, se sintetizan en cantidades iguales y se recombinan libre-~
mente. En este sentido, las moléculas de GLO-1 y GLO-2 estarian consti-
tuidas por subunidades idénticas, mientras que el tipo GLO 2-1 sinte-
tizaria los dos tipos distintos de subunidades los cuales se combina-
rian al azar formando tres tipos de moléculas enzimaticas diferentes.

(Uotila y Koivusalo, 1975).

Los andlisis de segregacién realizados en familias han
demostrado que los tres fenotipos GLO I estan determinados por dos
alelos codominantes GLOl y GLOZ. Los estudios de ligamiento y de hibri-
dacidén celular han puesto de manifiesto que el locus correspondiente
a este enzima se halla localizado en el cromosoma 6 (Bender y
Grzeschik, 1976; Mayr et al., 1976; Olaisen et al., 1976). Dicho locus

se halla situado concretamente entre el locus de PGM_ y la region HLA,

a una distancia aproximada de 3cM del locus HLA-DE; mas alejado de
los loci HLA-B y Bf (Rittner y Weber, 1878). Estas distancias relativa-
mente grandes podrian explicar, al menos parcialmente, la ausencia
de desequilibrio por ligamiento entre el locus GLO y los genes HLA

y Bf (Bender et al., 1977; North et al., 1981; Hansen et al., 1981).

Ademas de los tres fenotipos GLO I mencionados, se han
descrito variantes de frecuencias muy bajas. La GLO 2-3 se atribuye
a la presencia de un nuevo alelo GLO3 que codifica un isoenzima més
lento y menos activo que los determinados por los alelos GLO1 y GLO2
(Ranzani et al., 1979). Asimismo, a partir de estudios familiares se
ha postulado la existencia de un alelo "silente", GLOO que en heteroci-
gosis implica una clara disminucidn de la actividad de la glioxalasa

I (Rittner y Weber, 1978).
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4.6.2 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

Las variantes electroforéticas del sistema GLO I han sido
determinadas mediante electroforesis horizontal en gel de almidén,
de acuerdo con la técnica de Kompf et al. (1975), con algunas modifi-

caciones tal como se especifica a continuacidn:

A.1 Soluciones empleadas

Tampén fosfato 0.2M, pH 6.7 {(cubetas)

K2HPO4 34.8 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Ajustar a pH 6.7 con KH2P04

Solucidén yodada (revelado

KI 200 mg
Agua destilada 1.5 ml
Etanol 8.5 ml
Iodo 100 mg

A.2 Preparacién del gel

El gel se prepard con almidén (Connaught Laboratories)
al 14 % en tampdn fosfato 0.2 M (pH 6.7) diluido 3/100, segin la técni-

ca general descrita anteriormente (pagina 296).
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A.3 Electroforesis

Los hemolizados, dilufdos 1/3 en una solucidn de mercapto-
etanol al 0.1 %, fueron aplicados en el gel a 7 cm del extremo catddico

utilizando recténgulos (0.5 x 0.7 cm) de papel Whatman N¢ 3,

Las condiciones de migracidén fueron: 2.7 V/cm, durante

18 horas, en placa refrigerada a 4 °C.

Una vez finalizada la migracién, se cortaron los geles
horizontalmente por la mitad y se procedié a la tincidn de los isoenzi-

mas GLO I sobre la cara interna de ambas mitades del gel.

A.4 Revelado

El procedimiento de tincidén se basa en la reaccibén enzimé-

tica catalizada por este enzima, tal como se indica en la figura 4.37.
glu - ¢cys - gly CH3 - CO - CHO
l
S H

(metilglioxal)

(glutatién, GSH)

GLIOXALASA I

glu

Y |

CH3— CHOH - CO - cys
|

gly

(S-Lactoil-glutatidn)

Figura 4.37: Reaccidén de tincidn de los isoenzimas GLOI.
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El método de revelado utilizado comprende dos paso sucesi-
vos:

1) Incubacién del gel con los correspondientes sustratos
a fin de facilitar la reaccién enzimatica. Para ello, se prepara una

solucién que contiene:

metilglioxal 1 ml
glutatién reducido 80 mg
agua destilada 24 ml

Esta mezcla se vierte sobre la superficie del gel, cubierta con papel
Whatman N2 1, evitando que queden burbujas de aire entre el papel y
el gel. A continuacién se incuba a 37 2C, durante 30 minutos, al cabo
de los cuales se retira el papel y se seca la superficie y los bordes

del gel, eliminando cuidadosamente el exceso de mezcla reveladora.

2) Adicidén de una solucidén de yodo para visualizar las
zonas de actividad GLO I. Se lleva hasta la ebullicién 100 ml de una
solucidn de agar al 0.7 %, dejédndose enfriar, a continuacién, hasta
unos 48 °C, mediante agitacién constante. Cuando se alcanza esta tempe-
ratura, se afiaden 2.5 ml de solucidn yodada, y se vierte seguidamente

esta mezcla sobre la superficie del gel.

Las zonas de actividad GLO I aparecen inmediatamente como
bandas azules sobre un fondo incoloro debido a la presencia de gluta-
tidén reducido que impide la reaccién coloreada del yodo con el almidén

(figura 4.38).
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Figura 4.38: Fenotipos GLO I mediante electroforesis en gel de almidédn.






4.6.3 RESULTADOS

En el cuadro 4.18 se presentan los resultados obtenidos
para el sistema GLO I en una muestra de poblacién de la isla de Menor-
ca, indicéndose en el mismo los valores fenotipicos observados y espe-
rados, asi como las frecuencias de los alelos GLO1 y GL02{

La proporcién de heterocigotos encontrada es aproximadamen-—
te del 50 %, siendo la frecuencia del homocigoto GLO-2 (29.02 %) supe-

rior a la del fenotipo GLO-1 (17.83 %).

La comparacidén de los valores fenotipicos empiricos con
los tedricos no revela la existencia de diferencias significativas,
por lo que puede considerarse que la muestra analizada se ajusta a

las condiciones exigidas por la ley de Hardy-Weinberg.

Cuadro 4,.18: GLO I. Frecuencias fenotipicas y alélicas en Menorca.

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. X

1-1 51 (17.83 %) 56.41 (19.72 %) 0.5188
2-1 152 (53.15 %) 141.21 (49.38 %) 0.8224
2-2 83 (29.02 %) 88.38 {30.90 %) 0.3775
Total 286 286.00 1.6687

Frecuencias génicas

GLOl 0.4441 * 0.0208

GLO> 0.5559 +  0.0208

X2

1.6687; P = 0.20 - 0.10; 1 g.d.l.
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4.6.4 COMPARACIONES

Los datos obtenidos para el sistema GLO I en diversas po-
blaciones circunmediterrédneas y del Centro y Norte de Europa se indican
en el cuadro 4.19. Las frecuencias de los alelos GLO1 y GLO ™ han sido

calculadas a partir de los valores fenotipicos de cada serie.

A. Comparacidn de la serie de Menorca con otras poblaciones de la Pe-

ninsula Ibérica.

Con respecto a la distribucidén del polimorfismo GLO I en
la Peninsula Ibérica, se dispone de los datos correspondientes a cuatro
muestras de poblacidén espafiola, una portuguesa y una serie de vascos
franceses (cuadro 4.19), cuya reparticidn geogréafica se halla esquema-

tizada en la figura 4.39.

En las series consideradas, el alelo GLOl muestra valores
bastante uniformes, que oscilan entre 0.419 (Vascos Fr.) y 0.485 (Ma-
drid, 1981), aprecidndose homogeneidad tanto para el conjunto de los
cuatro grupos espafioles ( x?= 2.927; P = 0.090 - 0.80; 6 g.d.1l.), como
para la serie global formada por las seis muestras consideradas

(x%*= 9.399; P = 0.50; 10 g.d.l.).

La frecuencia de la serie menorquina (GLOl = 0.444) queda

claramente incluida dentro del rango de variacién peninsular.

Los resultados de la comparacidén entre los grupos de la
Peninsula, dos a dos, mediante el test de Xz(cuadro 4.20) son consis-
tentes con la mencionada uniformidad, no encontrandose diferencias

estadisticas en ninguna de las comparaciones efectuadas.
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Figura 4.39: Distribucidén del alelo GLO1 en poblacicnes de la Peninsula Ibérica.

Cuadro 4.20: GLOI. Test de homogeneidad entre distintas series de la Pe-

ninsula Ibérica.

Galicia 0.757

Madrid (1979) 0.026 0.437

Madrid (1981) 1.120 2.692 0.644

Vascos Fr. 0.364 0.810 3.041 1.458

Portugal 4.381 2.267 1.682 4.533 0.328
Menorca Galicia Madrid Madrid Vascos Fr.

(1979) (1981)

Nivel de significacién 0.05, para 2 g.d.l., x?%= 5.991.
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B. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones circunme-

diterraneas y del Centro y Norte de Europa.

La reparticidén geografica del alelo GLOl en la cuenca medi-
terrénea y en las poblaciones del Centro y Norte de Europa se halla

representada, respectivamente, en las figuras 4.40 y 4.41.

_En el Mediterréneo, la ausencia casi total de datos concer-
nientes a poblaciones norteafricanas no permite una visidén global de
la reparticidén de los isoenzimas GLO I en esta zona geografica. Los
valores de GLOl disponibles oscilan entre 0.473 {Tolouse, Francia)
¥ 0.229 (Judios Iranies de Israel). La observacidén de la figura 4.40
parece sugerir la existencia de un cierto gradiente de disminucidn

de las frecuencias de GLO1 en el sentido QOeste-Este.

Los resultados de la serie de Menorca (GLOl = 0.444) son
del mismo orden que los observados en otros grupos del Mediterraneo

noroccidental, de acuerdo con el gradiente mencionado.

En el Centro y Norte de Europa, los margenes de variacién
del alelo GLOl se hallan comprendidos entre 0.304 en una muestra de
Lapones de Noruega y 0.467 en Rennes (Francia). En general, si se ex-
ceptia el valor extremo de los lapones, las frecuencias europeas de

GLO1 son bastante uniformes (0.35 - 0.47)(Figura 4.41).

Mediante el test de y2?2 se han comparado los resultados
fenotipicos de la serie menorquina con los de las poblaciones inclui-
das en el cuadro 4.19. Dentro del Aarea mediterrénea, se encuentran
diferencias significativas con una serie italiana, dos de Grecia y
la mayoria de los grupos de Israel, presentando todos ellos valores

de GLO 1 inferiores a 0.40.
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Asimismo, con respecto al Centro y Norte de Europa, Menor-
ca difiere estadisticamente con las dos serie de valores extremos {la-
pones y Rennes), asi como con las tres de Finlandia las cuales muestran
frecuencias de GLOl ligeramente bajas (< 0.40) dentro del conjunto

de valores europeos.
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4.6.4 DISTRIBUCION MUNDIAL DEL SISTEMA GLO I

En el cuadro 4.21 se indican las frecuencias del alelo
GLOl obtenidas en diversos grupos de poblacién mundial. Estos datos
junto con los presentados en el cuadro 4.19 relativos a la cuenca medi-
terrénea y al.Centro y Norte de Europa, permiten hacer algunas conside-

raciones sobre la reparticidén mundial del sistema GLO I.

Los estudios realizados ponen de manifiesto que los alelos
GLOl y GLO2 se encuentran en la mayoria de las poblaciones, a excepcidn
de algunos grupos de Aborigenes Australianos y de Nueva Guinea donde
el alelo GLOl esta ausente. Asimismo, se observa que GLO2 es el alelo
mas frecuente, con frecuencias superiores al 50 %, en todas las mues-

tras analizadas hasta la fecha.

En el Africa sudsahariana, los valores de GLOl varian entre
0.175 (Swazi, Sudafrica) y 0.367 (Baya Madjia, Rep. Centroafricana),

siendo, en conjunto, inferiores a las observadas en Europa.

Entre los Amerindios los dos dunicos datos disponibles

(0.168 y 0.297) también son mis bajos que los europeos.

Dentro del continente asidtico, el valor mas elevado de
GLO1 (0.409) corresponde a la serie de Iran (Oriente Medio), mientras
que en el Extremo Oriente y en Subcontinente Indio, las frecuencias

de GLO1 oscilan entre 0.149 y 0.300, y 0.147 y 0.333, respectivamente.

1 .
En Oceania, los valores de GLO  son, en general, muy bajos

tanto entre los Aborigenes Australianos (0.000 - 0.101), como en el

resto de poblaciones insulares (0.000 - 0.233). A este respecto, cabe

sefialar la elevada frecuencia (GLOI = 0.361) de la serie de las Islas
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Cuadro 4.21 : Frecuenciag de GLO1 en distintos grupos poblacionales.

1

POBLACION N GLO REFERENCIAS
AFRICA SUBSAHARTIANA
AFRICA CENTRAL
Camertn 280 0.338 Goedde et al., 1980
Rep. Centroafricana. Mbugu 92 0.272 Spedini et al., 1982
Rep. Centroafricana. Yakpa 21 0.333 Spedini et al., 1982
Rep. Centroafricana. Sango 70 0.236 Spedini et al., 1982
Rep. Centroafricana. Baya Madjia 15 0.367 Spedini et al., 1982
AFRICA SUR
Sudafrica. Ndebele 142 0.229 Bender et al., 1977
Sudafrica. Norte Sotho (Pedi) 238 0.290 Bender et al., 1977
Sudafrica. Shangana-Tsonga 129 0.260 Bender et al., 1877
Sudafrica. Swazi 57 0.175 Bender et al., 1977
Sudafrica. Venda 43 0.326 Bender et al., 1977
Sudafrica. Qeste Sotho (Tswana) 131 0.240 Bender et al., 1977
Sudafrica. Zulu 103 0.267 Bender et al., 1977
Sudafrica. Total 843 0.259 Bender et al., 1977
Sudafrica. Xhosa 276 0.228 Weissmann, 1983
Sudafrica. Negros 791 0.262 Bender et al., 1977
ASIA ORIENTAL
FILIPINAS
Negrito 129 0.244 Omoto et al., 1978
INDONESIA
Sumatra. Toba Bataks 148 0.149 Ghosh, 1977
Islas Nias 192 0.219 Ghosh, 1977
Bali 316 0.184 Breguet et al., 1882
MALASIA
Borneo. Kadazans 218 0.300 Tan et al., 1979
Singapur. Chinos 149 0.184 Ghosh, 1877
ORIENTE MEDTIO
IRAN
Sur del mar Caspio 115 0.409 Ghosh, 1977
ISRAEL
Judf{os Ashkenazi 191 0.301 Golan et al., 1979
Jud{os Balkan 145 0.310 Golan et al., 1979
Judfos Egipto 63 0.397 Golan et al., 1979
Judios Irak 203 Q.271 Golan et al., 1979
Judfos Irin 85 0.229 Golan et al., 1979
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POBLACION N GLO REFERENCIAé
Judios Norte Africa 202 0.317 Golan et al., 1879
Judfios Turquia 151 0.334 Golan et al., 1979
Judios Yemen 134 0.332 Golan et al., 1979
Arabes de Israel 205 0.295 Golan et al., 1979
SUBCONTINENTE INDIO
INDIA
Norte de_la India
Uttar Pradesh
Arora 73 0.226 Ghosh, 1977
Khattri 78 0.244 Ghosh, 1977
Brahmin 68 0.147 Ghosh, 1977
Rajput 45 0.278 Ghosh, 1977
Vaish 55 0.173 Ghosh, 1977
Scheduled castes 86 0.2%0 Ghosh, 1977
Muslims 33 0.303 Ghosh, 1977
Otros 67 0.261 Ghosh, 1977
Este de la India
West Bengal
Bengalis 268 0.213 Ghosh, 1977
Oeste de_la India
Gujarat
Gujarati 134 0.280 Ghosh, 1977
Vania Soni 95 0.237 Ghosh, 1877
Maharashtra )
Marathi 451 0.251 Ghosh, 1977
Marathi 28 0.250 Busi et al., 1979
Parsis 308 0.333 Ghosh, 1977
Iranis 31 0.274 Ghosh, 1977
Sur de_la India
Andhra Pradesh
Koya Dora 97 0.206 Veerraju et al., 1982
Konda Kammara 110 0.177 Veerraju et al., 1982
Brahmins 17% 0.263 Kumar y Rao, 1982
Muslims 350 0.327 Kumar y Rao, 1982
Scheduled castes 165 0.252 Kumar y Rao, 1982
Miscellaneous castes 160 0.253 Kumar y Rao, 1982
Tamil Nadu
Naicker 50 0.280 Ghosh, 1977
Harijan 30 0.167 Ghosh, 1977
Otros 74 0.223 Ghosh, 1977
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POBLACION N GLO REFERENCIAS
Otros
Hindus y Sikhs (Birmingham) 171 0.278 Busi et al., 1979
Muslims (Birmingham) 74 0.324 Busi et al., 1979
Punjabis (Birmingham) 100 0.235 Busi et al., 1979
Otros (Birmingham) 29 0.328 Busi et al., 1979
AMERICA
AMERINDIOS
Colombia 289 0.297 Ghosh, 1977
Amazonas (Ticuna) 1762 0.168 Neel et al., 1980
OQOCEANIA
AUSTRALIA
Aborigenes. Desierto QOeste 124 0.10% Ghosh, 1977
Isla Elcho 151 0.000 Ghosh, 1977
Gurinji 27 0.000 Ghosh, 1977
Waljbiri 153 0.000 Ghosh, 1977
Islas Mornington 299 0.018 Ghosh, 1977
Yarrabah 29 0.069 Ghosh, 1977
NUEVA GUINEA. PAPUA :
Motu 154 0.156 Ghosh, 1977
Takia 184 0.003 Ghosh, 1977
Gogol 559 0.013 Ghosh, 1977
_ Agarabi 62 0.000 Ghosh, 1977
Porgera 60 0.000 Ghosh, 1977
Mountains 296 0.000 Ghosh, 1977
Waritsian 118 0.100 Ghosh, 1977
Is. Siassi 327 0.031 Ghosh, 1977
ISLAS CAROLINAS
Este 748 0.045 Ghosh, 1977
ISLAS TOKELAU
961 0.361 Ghesh, 1977
SAMOA
101 0.233 Ghosh, 1977
ISLAS FIJI
137 0.168 Ghosh, 1977
ISLAS SALOMON
Is. Ndemi. (Sta. Cruz) 351 0.034 Mazzur y Blake, 1981
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Tokelau que queda claramente separada de los demds grupos del conti-

nente.

En la figura 4.42 se representa graficamente a lo largo
de una escala vertical, la distribucidén de las frecuencias de GLO1

en siete amplias zonas geograficas, quedando de manifiesto que:

. 1
1). Los valores méds elevados del alelo GLO™ corresponden
al continente europeo, aprecidndose una notable separacién con

el resto de poblaciones consideradas.

2). En el extremo inferior se hallan las poblaciones de
Oceania, las cuales presentan las frecuencias mas bajas de GLOl,
llegandose incluso a observar en algunas de ellas la ausencia

de dicho alelo.

3). Los grupos de Africa y Asia ocupan globalmente una
posicién intermedia entre Europa y Oceania, con rangos de varia-

cidén parcialmente solapados con los de estos continentes.
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Figura 4,42 : Distribucidén mundial del alelo GLOl.
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5. PROTEINAS SERICAS






5.1. INTRODUCCION

El suero sanguineo es el componente liquido de la sangre
y constituye un medio fisioldgico extraordinariamente complejo, donde
se hallan contenidas una serie de proteinas importantes, tanto por
las diversas funciones que desempefian, como por la variabilidad genéti-

ca que presentan muchas de ellas.

Las proteinas plasmiticas se consideran comoc un sistema
unitario debido a su biosintesis similar y a su participacidn conjunta
en determinados procesos (Putnam, 1975; Gras, 1967). Sin embargo, di-
chas proteinas presentan problemas de identificacién dada su enorme
variedad. Asimismo la amplia oscilacién en la concentracién de las
mismas y también la falta de criterios fijos sobre si deben incluirse
o0 no las proteinas transitorias y los enzimas séricos, dificultan en

gran manera su clasificacién (Putnam, 1975; Gras, 1967).

Es sabido que las prcteinas plasmaticas desempefian papeles

fisioldégicos muy diversos. En general entre las funciones principales

cabe mencionar:
- mantenimiento de la presién osmética coloidal, del pH

y del balance electrolitico de los fluidos internos,

- transporte de iones metdlicos y otras sustancias como
dcidos grasos, esteroides y hormonas,

- participacién en la hemostasis y prevencién de trombosis,

actuacidén como enzimas en algunos casos,

suministro nutricional de aminoacideos para los tejidos,
intervencién en los sistemas de defensa del organismo

actuando como anticuerpos o como factores del complemento,

etc.

En general, las técnicas de separacién e identificacién
de las proteinas plasmédticas se fundamentan en: diferencias de solubi-

lidad, coeficientes de sedimentacidén, especificidad inmunoldgica y
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movilidad electroforética.

Los primeros andlisis electroforéticos del plasma humano
condujeron a la clésica divisién de las proteinas en los siguientes
grupos:

albumina

o, ~globulina

1

a2~globulina
B~globulina

y-globulina

Sin embargo, cada una de estas fracciones presenta una
gran heterogeneidad, como se ha puesto de manifiesto mediante el empleo

de técnicas electroforéticas mas precisas.

La albimina es la fraccidén mas soluble, estable y relativa-
mente uniforme en cuanto a composicidén quimica. Asimismo presenta la

mayor movilidad electroforética.

Las globulinas alfa y beta son los grupos mas heterogéneos
y estédn formados por holoproteinas y heteroproteinas (glucoproteinas

y lipoproteinas).

Las gammaglobulinas constituyen un grupo de gran interés
desde el punto de vista inmunoldgico ya que participan en los sistemas

de defensa del organismo.

El significado fisiolégico de las proteinas plasmiticas
queda reflejado en las variaciones de concentracidn que experimentan
la mayoria de ellas en determinados estados patoldgicos. Ademas de
su interés como marcadores genéticos, estas variantes pueden ser tam-
bién Utiles en la diagnosis clinica debido a las asociaciones detecta=-
das entre algunas de ellas y determinadas enfermedades, asi comoc en

medicina forense.

A parte de sus aspectos médicos, el estudio de estas pro-
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teinas es de gran importancia en Antropologia, en cuanto que pueden
aportar datos Gtiles en la caracterizacién de las distintas poblaciones
humanas, dada la variabilidad intraespecifica de algunas de ellas.
Asimismo pueden ser de gran ayuda en la investigacién de las relaciones

filogenéticas entre el hombre y otros Primates.

Algunas de las proteinas séricas que presentan polimorfismo
son: albimina, prealbimina, al-antitrpsina (sistema Pi), a2—macroglo—
bulina (sistema Xm), sistema Gc, ceruloplasmina, haptoglobina, transfe-
rrina, B -lipoproteinas (sistemas Ag, Lp(a) y Ld), properdina (Bf),
sistema del complemento (C3, Cl, C2, C4, C6, C7 y C8), inmunoglobulinas
(alotipos Gm, Am, Mm, Km, Oz,...), y diversos sistemas - -enzimaticos

(fosfatasa alcalina, pseudocolinesterasa,...).

En el presente trabajo se han estudiado cuatro sistemas
polimérficos con definicién electroforética: haptoglobina, transferri-

na, componente grupal especifico Gc y al-antitripsina.
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5.2. SISTEMA HAPTOGLOBINA

La haptoglobina es una a Z—glucopfoteina presente en el
plasma del hombre y de otros mamiferos, que presenta la capacidad de
combinarse especifica y estequiométricamente con la hemoglobina libre,
formando complejos estables, practicamente irreversibles en condiciones

fisiolégicas.

La existencia de esta proteina fue descubierta por Polonovs
ki y Jayle (1938) quienes la identificaron como el componente sérico
que, asociado a la hemoglobina, producia un marcado incremento de 1la

actividad peroxidasica de ésta.

La funcidén fisiolégica principal de la haptoglobina parece
ser la de combinarse con la hemoglobina intravascular producida por
ruptura de eritrocitos, evitando, de este modo, la lesidn de los tdbu-
los renales por deposicidén de hemoglobina, e impidiendo asimismo la

pérdida de hierro por via renal (Sutton, 1970).

La heterogeneidad molecular de la haptoglobina fue demos-
trada por Smithies (1955) mediante electroforesis en gel de almidén.
Este autor definié tres tipos electroforéticos Hpl-1, Hp2-1 y Hp2-2,
controlados genéticamente por dos alelos autosdmicos codominantes (Smi-
thies y Walker, 1955). A partir de este descubrimiento se iniciaron
una larga serie de investigaciones que han permitido esclarecer 1la

base molecular del polimorfismo Hp.

El interés de 1la haptoglobina como marcador genético en
estudios poblacionales estd avalado por la existencia de numerosos
datos sobre la distribucidén geografica de este polimorfismo. Asimismo
se han descrito un nGmero importante de variantes fenotipicas Hp en

el hombre, que pueden ser Utiles como marcadores raciales.
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5.2.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL POLIMORFISMO HAPTOGLOBINA

Los primeros datos sobre el polimorfismo Hp se obtuvieron
en 1955. A partir de entonces, las investigaciones realizadas con téc-
nicas de deteccidén cada vez mas sensibles han ido revelando diferentes

grados de complejidad de este polimorfismo.
Tipos Hp

Las muestras de suero sometidas a electroforesis en gel
de almidén (Smithies, 1955) o en poliacrilamida (Peacock et al., 1965)
a pH alcalino (pH 8,9), permite la clasificacién del polimorfismo Hp
en tres fenotipos comunes: Hpl-l, Hp2-l1 y Hp2-2. Dicha clasificacidn

se realiza en funcidn de su tamafio molecular y sus diferencias de carga

eléctrica.

La imagen electroforética de los tres tipos comunes Hp
se corresponde con lo indicado en el esquema de la figura 5.1. E1 tipo
Hpl-1 migra comoc una simple banda anddica. El1 fenotipo Hp2-1 presenta
ademé&s de la banda anédica observada en Hpl-l, una serie de bandas
mas lentas cuya intensidad decrece en relacién con la velocidad de
migracién. El1 Hp2-2 carece de la banda Hpl-1 y comprende una serie

de bandas cada una ligeramente mis lenta que las correlativas al feno-

tipo Hp2-1.

Los tres tipos Hp descritos corresponden a la expresidn
fenotipica de dos alelos autosémicos codominantes le y Hp~, como ha
sido comprobado en numerosos estudios familiares (Smithies y Walker,
1956; Galatius-Jensen, 1957). Los individuos Hpl-1 y Hp2-2 son 1los
homocigotos respectivos de los alelos le y Hp2, mientras que el feno-

, . 1
tipo Hp2-1 corresponde a los heterocigotos Hp /sz.

Estudios estructurales sobre moléculas Hp disociadas en
sus componentes polipeptidicos, mediante reduccién y alquilacién de

los puentes disulfuro con mercaptoetanol, en urea 8 M, pusieron de
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manifiesto la existencia de dos tipos de polipéptidos llamados cadenas

alfa y cadenas beta.

Las variaciones estructurales en las cadenas alfa son las
responsables de las diferencias entre los tres tipos Hp comunes del
polimorfismo. La cadena alfa se presenta en dos formas alternativas
hpal y hpaz, caracteristicas de los fenotipos Hpl-1 y Hp2-2, respecti-
vamente, mientras que el heterocigoto Hp2-1 contiene ambos tipos de
cadenas. Estos tres fenotipos poseen adem&s una cadena beta, estructu-
ralmente idéntica en todos ellos. Por otra parte cabe sefialar que se

han detectado variantes de la cadena beta de frecuencia muy baja.

. — ®
| ] —_—
T ———
T D—
me— S———
1 24 2-2

Figura 5.1: Representacidén de la movilidad electroforética de los tres
tipos comunes de haptoglobina: Hpl-1, Hp2-1 y Hp2-2, en gel
de almidén (pH 8,6).

Asimismo, los andlisis bioquimicos de haptoglobinas purifi-
cadas a partir de diferentes fenotipos, sugieren que los miltiples
componentes (bandas) caracteristicos de los tipos Hp2-1 y Hp2-2 repre-
sentan series de polimeros de distintos pesos moleculares que se sepa-
ran debido al efecto de "molecular sieving'" ("cribado molecular') del

gel.
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Subtipos de hpcx1

En 1962, los estudios electroforéticos de las cadenas alfs,
realizados en condiciones de desnaturalizacidén (urea 8.0 M) y reduccién
(mercaptoetanol), demostraron la heterogeneidad del tipo Hpl-1 (Connell
et al.,1962; Smithies et al., 1962, 1966). Estos autores comprobaron
la existencia de dos clases de cadenas hpal a las que designaron

hpulF (fast) y hpulS (slow).

Los polipéptidos hpa1F y hp(&s tienen un peso molecular
aproximado de 9000. Cada uno de ellos contiene 83 aminoédcidos y difie-
ren entre si en la posicidén 53, donde la lisina en hpalF es reemplazada
por Acido glutamico en hpalS. Esta sustitucidén es la responsable de
la movilidad diferencial de dichas cadenas en electroforesis a pH &ci-

do (Black v Dixon., 1968) (figura 5.2).

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
{F-1IF  {F.1S 15-18 2-1F 2-18

hplFa || S—
hp 1Sa | ]
hp 2a o

Figura 5.2: Diagrama de la separacién electroforética de las cadenas
hpal en gel de almidén (pH 4,0), con urea 8,0 M y mercapto
etanol (Smithies et al., 1962a, 1966).
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Atendiendo a la presencia de cadenas hpalF y/o hpals, (a
la composicién de las moléculas de haptoglobina), los individuos de
fenotipo Hpl-1 pueden clasificarse en tres categorias: los que sblo
presentan hpalF o] hpuls y los que contienen ambos tipos de cadenas.
Esta variabilidad dentro del fenotipo Hpl-1 estd genéticamente deter-
minada y los estudios de segregacién en familias han demostrado que
existen dos tipos de alelos le: leF y les. Asi pues, a este nivel
de complejidad, tendriamos tres tipos de subunidades polipeptidicas
hpa : hpulF, hp
(leF, les y sz) que pueden presentarse en seis combinaciones genoti-

als y hpaz, controladas por tres alelos polimbérficos
picas diferentes correspondientes a los seis subtipos comunes: HplF,

HplF-1S, HplS, Hp2-1F, Hp2-1S y Hp2, identificables por electroforesis

en presencia de urea y a pH dcido (figura 5.2, cuadro 5.1).

Cuadro 5.1: Cadenas polipeptidicas caracteristicas de los diversos feno

tipos Hpl.
Genes Genotipos Fenotipos Cadenas polipeptidicas
1F 1F F
Hp Hp /le HplF-~1E hpalF, hp8
1F 1S
Hp~ /Hp HplF-1S hpalF, hpals, hp#8
1S 1S 1S ‘
Hp Hp " /Hp Hp1S-1S hpals, hpB
2 1F
Hp~/Hp Hp2-1F hpalF, hpaz, hp8
2 2 1S
Hp Hp~/Hp Hp2-1S hpals, hpaz, hp8
2 2
Hp~/Hp Hp2-2 hpaz, hpB

Con respecto al origen de los alelos leF y leS se cree
que habrian surgido uno a partir del otro por una simple mutacién ya
que las diferencias entre los productos controlados por dichos genes

se reducen a la sustitucién de un solo aminodcido {Harris, 1980).
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Subtipos de hpa2

Las cadenas hpa2 presentan un peso molecular estimado en
16000 daltons, aproximadamente el doble que el de las hpal, y contienen
142 aminoacidos en su secuencia (Black y Dixon, 1968; Kurosky, 1980),
como si el alelo Hp2 determinase un polipéptido dos veces mas grande

que los determinados por leF y les.

En la comparacién de los péptidos obtenidos por hidrélisis

con quimiotripsina apartir de hpa2 y hpa1F + hpal , se encontrd que

las cadenas hpa2 contenian todos los péptidos de hpalF y hpo:1 mas
un péptido adicional '"J", lo que llevdé a proponer que el alelo Hp2

seria una duplicacidén parcial de los le (Smithies et al., 1962b).

Posteriormente, los andlisis sobre la estructura primaria
del polipéptido hpa2 han confirmado esta interpretacién. La secuencia
de 142 aminoacidos de hpa2 parece casi un duplicado de hpa1 con delec-
¢ién de algin aminodcido (Black y Dixon, 1968). La secuencia de los
primeros 70 aminoacidos en hpa2 coincide con la de los 70 primeros
aminoécidos en hpal, y la secuencia desde la posicién 70 hasta el ex-
tremc carboxilico en hpa2 es la misma que la de las cadenas hpal desde
la posicién 12 hasta su extremo carboxilico. El1 péptido '"J" de hpo
corresponde a una secuencia central de la cadena que incluye el punto

de unidén de las dos cadenas hpal.

Estos resultados sugieren que la cadena }u:a? resultaria
de la fusién del extremo C-terminal (posicién 69 ¢ 70) de un polipép-
tido hpal con la porcién N-terminal (posicién 11 o 12) de otra, con
pérdida en el lugar de la unién de 13 (o 14) aminodcidos del extremo

carboxilico de una cadena hpal, y de 10 (o 11) restos de la regibn

N~terminal de la otra. Esta conclusidén implica que el alelo Hp repre-

1
senta una duplicacidén casi completa de un alelo Hp™.

2 . .
Con respecto al origen del alelo Hp existen diversas ex-
plicaciones, una de las cuales supone que dicho gen podria haber surgi-

1S
do a partir de un heterocigoto leF/Hp como resultado de una reorde-
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nacién cromosdmica debida a una traslocacidn reciproca entre los dos
cromosomas homdélogos. En los extremos distales del locus haptoglobina
se produciria una ruptura mas o menos simultinea en cada uno de los
cromosomas seguida de la unidén reciproca de los extremos rotos. La
consecuencia seria la formacidén de un alelo sz en un cromosoma con
una duplicacién casi completa del locus Hpal y otro cromosoma con dos
pequefios fragmentos del locus }k)al, que probablemente no codifican

para ninguna proteina viable {figura 5.3).

Hp":
les
53
CROSS | OVER
12 83
YS
" 1 L[ 70 GLU 142
p Wm
53 112
+
’ 71 83

1 1"

Figura' 5.3: Formacién de las cadenas hpa2 por entrecruzamiento entre

HpalF y Hpals.

Otra teoria acerca de la aparicidén del alelo Hp2 propone
que dicho gen seria el resultado de un entrecruzamiento desigual duran-
te la meiosis de las células germinales de un heterocigoto leF/les
(Smithies et al., 1962b; Black y Dixon, 1968). Debido a un error en
el apareamiento entre los cromosomas homdlogos, las regiones de 1los
alelos leF y les no quedarian correctamente apareadas y el entrecru-

zamiento se produciria entre el extremo distal de un alelo y el proxi-
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mal del otro (figura 5.4). Se ha sugerido que la homologia interna,
detectable a nivel de ADN, entre las bases de los codones que especifi-
can los aminoidcidos 9-17 y 67-75 de los polipéptidos hpalF y hpals
podria ser la responsable del error en el apareamiento de homblogos

en la meiosis (Black y Dixon, 1968).

Figura 5.4: Representacién esquematica de la posible formacién del
gen sz a partir de leF y les por entrecruzamiento no-ho
mélogo en un heterocigoto. Las lineas de puntos indican las

zonas que codifican para polipéptidos hpa.

2 .
Estas dos teorias sobre el origen de Hp suponen que éste
. 1 . . 1F 1S
surge como duplicacién de dos alelos Hp~ distintos: Hp y Hp~ ', de
tal meodo que las cadenas hpa2 llevarian siempre incorporados los dos
aminoicidos especificos (lisina y acido glutdmico) de las cadenas

hpalF y hpals. Esto es debido probablemente a que el tipo mas frecuente
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de polipéptido hpoz2 es precisamente el Hp ZFS.

En 1963, Nance y Smithies ponen de manifiesto mediante

. F
electroforesis la existencia de otros alelos adicionales del tipo Hp2F

y HpZSS que podrian haberse originado en heterocigotos sz/le. En
efecto, cabe suponer que la secuencia duplicada del alelo sz predispo-
ne a un error en el apareamiento cromosdmico durante la meiosis y,
por tanto, a un entrecruzamiento desigual, lo que podria generar otros
alelos que determinen estructuras distintas de las cadenas hpa. Asi

por ejemple, en la meiosis de un heterocigoto leF/HngS, el alelo

leF de un cromosoma podria aparearse con el segmento "S'" del alelo
sz, debido a la semejanza de sus secuencias. En este caso, si se pro-
duce un entrecruzamiento en el lugar apropiado, se generaria un alelo
leS en un cromosoma y una nueva versién del alelo Hp2 (HpZFF) que
seria una duplicacidén casi completa del alelo leF. De una manera ana-
loga se podria explicar la aparicién de un alelo Hpgss. De acuerdo
con esto quedaria explicada la existencia de las variantes del alelo

2 2FF 2FS 2ss
Hp™: Hp™ , Hp y Hp .

Las cadenas polipeptidicas hpa 2 determinadas por estos
alelos difieren en la presencia de lisina y/o &cido glutédmico en las

posiciones 53 y 112 de su secuencia de aminoéicidos.

Mediante técnicas electroforéticas adecuadas es posible
la identificacidén de 15 subtipos Hp debidos a variaciones estructurales
de las cadenas hpa, correspondientes a la expresidén fenotipica de los

cinco alelos autosdmicos codominantes leF, les, HpZFF, HpZFSy

HpZSS (cuadro 5.2, figura 5.5).

De acuerdo con el modo de produccidén de cadenas hpa2 cabria
pensar en la posible existencia de una cadena parcialmente triplicada
de hp Ql por apareamiento no-homdélogo entre dos alelos Hp2 (Smithies
et al., 1962b). A este respecto, se ha sugerido que una variante rara
Hp-J (Hp-Johnson) (Giblett, 1964}, que contiene una cadena hpa de mayor
peso molecular que hpaz, podria ser atribuida a una triplicacidén génica

parcial denominada hpa3.
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Cuadro 5.2: Cadenas polipeptidicas caracteristicas de los subtipos Hp.

Genotipos Fenotipos Cadenas polipeptidicas
Hp S /Hp LS 1S - 18 hpa'S, hps
leF/les 1F - 18 hpalF, hpals, hpB
leF/HplF 1F - 1F hpalF, hp8

Hp 1S /HpoSS 1S - 2SS hpalS, hpa®"S, hps
leS/HpZFS 1S - 2FS hpals, hpaZFs, hpB
Hp S /Hp 2 T 1S - 2FF hpa'>, hpa?T, hps
leF/HpZSs 1F - 2SS hpalF, hpazss, hpB8
Hp T /Hp 2L > 1F - 2FS hpa'", hpa®'S, hps
Hp ¥ /Hp2F T 1F - 2FF hpa'f, hpa’t’, hps
Hp=oo /Hp 20 2SS - 2SS hpa>S | hps
szss/HpZFS 2SS -~ 2FS hpazss, hpaZFS, hpB
11p25S 14 2FF sss - oFF hpa2SS . hoa®F o
Hp o /Hp2t o OFS - 2FS hpa”" >, hps

Hpor S /Hp2E T OFS - 2FF hpa2' >, hpa®'T, hp8
HpZX T Jup ot T OFF - 2FF hpa>' ©, hp8
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Figura 5.5: Representacién esquemdtica de la migracién electroforética
de los subtipos de Hp, en acrilamida (pH 3,5), después de
la separacidén de las cadenas polipeptidicas con mercaptoeta

nol en urea 8 M.

Cadena hpg

El componente proteico comin a todas las variantes Hp,
la cadena hpg, muestra estructura tipica de proteinas globulares. Su
secuencia es de mayor longitud que las hpgy, con 245 aminoacidos y un
peso molecular de unos 27000 daltons. Sobre ella se encuentra el conte-
nido glucidico de la haptoglobina humana unido a restos de asparraguina

mediante enlaces N-glucosidicos. La cantidad de glGcidos parece ser
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idéntica para los tres tipos Hpl, Hp2-1 y Hp2 (alrededor del 20 %),
habiéndose detectado &cido sialico, galactosa, manosa, glucosamina
y fucosa. El peso molecular reportado para las cadenas hp8, incluyendo

glicidos, es aproximadamente 33800.

Estructura de la molécula haptoglobina

El anélisis estructural de las moléculas Hp indica que
las cadenas peptidicas constituyentes se hallan unidas entre si median-
te puentes disulfuro. La molécula de Hpl, con un peso molecular aproxi-
mado de 10000, se considera formada por dos cadenas alfa y dos beta

(as)2 (figura 5.6).

CHO
1 \ I 0?0105 148 179 190  219°

N1 23 4650 80 L 130 LgusJ Lss 7_45C /3 CADENA
|
S
3 6
N 15 34 8 C
1 l Ls.st72 83
! ol CADENA
. $-54 83
LI 1I c
$
: I
1 18 102.? 139 =5 — s F s -5 245
N o=y : el [ 2 CADENA
MET MET  MET MET

Figura 5.6: Esquema de la estructura tetracatenaria de la Hpl humana.
CHO indica los restos glucidicos unidos a la asparraguina

(segin Bowman y Kurosky, 1982).

Las moléculas Hp2-1 y Hp2, de mayor peso molecular (20000),
son poliméricas, siendo la cadena hpa2 la responsable de la formacién
de dichos polimeros. Hp2-1 consiste en una serie polimérica lineal

. 1 .
de subunidades a 28 comprendidas entre dos subunidades a 8 terminales
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(als—(azﬁ)n—alB, n=20,1, 2,...), mientras que Hp2 contiene unicamente
. . 2
subunidades aZB formando polimeros circulares ((a B)n’ n=23,4, 5,..))

(Bowman y Kurosky, 1982).(figura 5.7)

Hp 1-1 Hp 2-2 Hp 2-1

SH SH SH SH SH
SH SH

'8 (028), n=345.. @113+ 2281, n=0,12..

Figura 5.7: Esquema de la distribucidén de las cadenas polipeptidicas

en los tres fenotipos comunes de haptoglobina: Hpl-1, Hp2-2

y Hpz2-1.

La estructura con cuatro cadenas de la Hp recuerda a la
de las inmunoglobulinas con la existencia, en ambos casos de cadenas
ligeras y pesadas. Otro punto en comin es la presencia en las Hp de
dos lugares separados para la unién de subunidades a8 de hemoglobina.

También hay homologias en la secuencia de la cadena hpa con las cadenas
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L (ligeras) de las inmunoglobulinas lo que ha sugerido un origen evolu-

tivo comin (Black y Dixon, 1968).

También se han detectado homologias entre las haptoglobinas
y las proteasas de serina tanto a nivel de estructura primaria como
tridimensional, mAs acusada en las cadenas hp B8 que en las hpa, Este
hecho ha conducido a algunos autores a postular que el origen de los
genes de las haptoglobinas se hallaria en la regién genética de las

proteasas de serina (Bowman y Kurosky, 1982).

Localizacidén cromosémica

El gen estructural que controla la sintesis de la cadena

Hp se ha localizado en la porcién distal del brazo largo del cromosoma
16, muy préximo al locus LCAT (lecitin colesterol acil transferasa).
Los datos existentes a nivel de traduccién del ARN mensajero para la
haptoglobina parecen indicar que la molécula se sintetiza como un tnico
polipéptido que contiene las cadenas hpa y hpB8. Esta proteina precurso-

ra mediante procesos proteoliticos daria lugar a las subunidades

alfa y beta.

5.2.2. VARTANTES FENOTIPICAS DE BAJA FRECUENCIA

Ademés de las haptoglobinas polimérficas Hpl, Hp2-1 y Hp2,
se han identificado otras variantes fenotipicas de baja frecuencia,

¥y cuya incidencia se halla generalmente restringida a determinadas

poblaciones.
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Hp2-1M (Hp2-1 modificado)

Este fenotipo fue descubierto por Conell y Smithies (1959)
y se carcateriza por presentar una banda Hpl més fuertemente marcada

y las bandas poliméricas més débiles que el heterocigoto Hp2-1.

Se encuentra fundamentalmente'en poblaciones negras y exhi-
be una heterogeneidad que permite su subclasificacién en diferentes
clases segln concentraciones decrecientes del polipéptido hpa2 (Sutton
y Karp, 1964). Su control genético parece regido por un alelo szM
que se halla asociado con hipo- o anhaptoglobinemia (HpO) la cual pare-

ce resultar de las combinaciones genotipicas HpZM/le, Hpa/Hp2M

2M,. 2M
Hp™ /Hp™ .

Se han descrito otras variantes Hp similares a Hp2-1M,
como Hp2-1Ha (Hawaiian) y Hp-AB (Giblett, 1964), todas con una disminu-

. . <z 2
cidén en la concentracién de las cadenas hpa .

Hp2-1 (Trans)

Este fenotipo es parecido al Hp2-1M, pero con una diferen-~
cia menos acusada en la concentracién de las bandas con respecto a

Hp2-1, como si se tratase de una fase transicional entre Hp2-1 y Hp2-1M

Hp Carlberg (HpCa)

Es una variante de muy baja frecuencia descrita por Gala-

tius-Jensen (1958) en un danés, y parece tener una concentracién dismi-
. 18 . . . 1

nuida de cadenas hpa . Podria representar una mutacién en Hp~ resul-

tante de una disminucién de la sintesis de este polipéptido.
Hp-Johnson

Se ha encontrado en distintas poblaciones con frecuencias

muy bajas, y parece ser el resultado de una triplicacidén génica parcial
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1
del gen Hp ', ya que la hpaJ migra entre hpa2 y hp B (Giblett, 1964).

El fenotipo Hp2-J estéd asociado también con hipo- y anhaptoglobinemia.

Anhaptoglobinemia e hipohaptoglobinemia (HpO)

Consiste en la ausencia de Hp o su presencia en el suero
en un nivel demasiado bajo como para ser detectada por los métodos
habituales. La mayor incidencia de HpO se da en Négridos. Su existencia
se ha atribuido muchas veces a un alelo silente Hpo sin expresién feno-
tipica demostrable. Sin embargo, han de extremarse las precauciones
a la hora de la interpretacidén de posibles fenotipos HpO. En algunos
casos, la hipo- o anhaptoglobinemias pueden atribuirse a factores no
genéticos, tal es el caso de una serie de condiciones hemoliticas que
representan un decrecimiento del nivel de Hp en suero. En este sentido,
se han detectado asociaciones entre anhaptoglobinemia y hemoglobinopa-
tias, malaria, anemias hemoliticas, cirrosis hepéatica, etc.. Por otro
lado, el usc de técnicas de determinacidén extremadamente sensibles
(inmunoelectroforesis con antisueros anti-Hp marcados radioactivamente
con 1125) ponen de manifiesto que la mayoria de fenotipos HpO encontra-
dos con métodos electroforéticos convencionales no pueden atribuirse
a un alelo silente Hpo dado que presentan pequefias cantidades detecta-

bles de haptoglobina (Constans et al., 1981).

Otras variantes

Existen otras variantes de frecuencia extremadamente baja
que algunos autores atribuyen a variaciones tanto de las cadenas hpa
(L, H, B, D, P), como de las cadenas hpB8 (Hp Marburg, Hp Bellevue,
Hp Porto Alegre, P, L y H).
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5.2. 3. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE LA HAPTOGLOBINA

La haptoglobina es una proteina que se halla implicada
en el catabolismo de la hemoglobina. La propiedad biolégica mejor cono-
cida de la haptoglobina es la de unirse fuertemente a la hemoglobina
intravascular 1libre formando complejos estables Hp-Hb. Debido a su
peso molecular elevado, estos complejos no pueden atravesar la membrana
glomerular, lo que impide que la Hb libre sea normalmente excretada
en la orina en cantidades significativas. De este modo se evita la
pérdida indebida de hierro y de hemoglobina a través de la excrecidn
urinaria. Los complejos Hp-Hb son rapidamente incorporados por el sis-~

tema reticuloendotelial donde son totalmente metabolizados.

Sin embargo, existen diversos factores que han llevado
a cuestionar la importancia fisiocldgica de esta proteina. En efecto,
se sabe que la produccidén intravascular de hemoglobina libre es una
via secundaria dentro del catabolismo de esta proteina ya que el 90
% de la lisis eritrocitaria total tiene lugar en el sistema reticuloen-
dotelial. En condiciones normales, la cantidad de Hp circulante es
mas que suficiente como para unirse con toda la Hb intravascular libre
que se produce diariamente. Sin embargo, se ha comprobado que cuando
se introduce en la circulacidén una cantidad de Hb mayor que la que
puede unirse con la Hp, la mayor parte de la Hb que queda libre también
es metabolizada en el sistema reticuloendotelial, y sb6lo un 10 % de
ésta es excretada en la orina. Por otro lado, también el hecho de que
existan individuos anhaptoglobinémicos, sin efectos adversos aparentes‘

pone en entredicho el significado esencial de esta proteina.

En poblaciones humanas la concentracién sérica normal de
Hp varia entre 30 y 190 mg/100 ml. Se ha comprobado que existen dife-
rencias en el nivel sérico de haptoglobina relacionadas con el fenotipo
(mayor concentracién en Hpl y menor en Hp2), el sexo (significativa-
mente mds alto en el vardn que en la mujer) y la edad (incrementa con

los afios). En el periodo fetal y postnatal, la cantidad de Hp es muy
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baja, pudiendo ser Unicamente detectada mediante técnicas inmunoquimi-

cas.

La haptoglobina estid presente, aunque en bajas concentra-
ciones, en muchos fluidos extravasculares, como el liquido cefalorra-~
quideo, bilis, saliva, secreciones traqueobronquiales, jugo gastrico,
liquido seminal, leche, orina, en algunos exudados inflamatorios, etc..
La distribucidén intra- y extravascular de la haptoglobina también de-
pende de los fenotipos, siendo la cantidad de Hp extravascular méas
elevada en el tipo Hpl-1 que en el Hp2-2, debido probablemente a la

diferencia de pesos moleculares.

La biosintesis de haptoglobina tiene lugar principalmente
en el higado, aunque también es producida, en menor proporcidén, por
el bazo, ganglios linfaticos y timo. La tasa diaria de sintesis en
adultos es de 0.6 - 1.0 g, de la cual aproximadamente el 50 % se utili~
za para fijar la hemoglobina intravascular libre. La vida media de
la hapteglobina es de 3.5 dias, mientras que la del complejo Hp-Hb
es solamente 10 minutos. Ep diversos procesos inflamatorios, en casos
de tumores malignos, asi como por la influencia de distintas sustancias
(prostaglandinas, sustancias derivadas de leucocitos, endotoxinas bac-
terianas, hormonas relacionadas con el crecimiento, insulina, etc..)

se observa un incremento significativo de la produccién de haptoglobi-

na.

5.2.4. HAPTOGLOBINA Y ENFERMEDADES

Desde el punto de vista cuantitativo, seAconoce la influen-
cia de diversos estados patolégicos sobre la concentracién de haptoglo-
bina. En general, niveles altos de Hp se observan en procesos inflama-
torios, necrosis tisular, enfermedades infecciosas, céncer y leucemia.
Por otra parte, en enfermedades hepaticas severas y en crisis hemoliti-

cas, los valores de Hp estan significativamente reducidos.

Se ha estudiado la posible asociacidén entre los fenotipos
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Hp y diversas enfermedades, habiéndose detectado solamente una cierta
correlacidén entre el fenotipo Hpl-1 y leucemia, artritis reumatoide
y enfermedades cardiovasculares. También se ha descrito una menor fre-

cuencia de Hp2-1 en casos de infarto de miocardio.

5.2.5. SIGNIFICADO DEL POLIMORFISMO DE LAS HAPTOGLOBINAS

Las investigaciones en torno a la posible actuacidn de
fuerzas selectivas sobre el polimorfismo de las haptoglobinas abarcan
dos modalidades, el andlisis de segregacidén y correlaciones con diver-
sas enfermedades. Los estudios intrafamiliares muestran en algunos
casos, desviaciones de una segregacién mendeliana tipica que han sido
interpretadas por algunos autores (Ritter et al., 1980) como resultado
de la accién selectiva. Sin embargo, al igual que en el caso de la
asociacidn de la haptoglobina con diversas enfermedades, la explicacidén

causal de la seleccidn no estéd clara ni exenta de dificultades.

Por otro lado, la distribucién de los alelos Hp en pobla-

ciones humanas parece sugerir que el alelo sz, procedente de la du-
plicacidén parcial de los alelos le, presenta una ventaja selectiva,
ya que se da en todos los grupos raciales y en elevada proporcidén en
muchos de ellos. La base de esta ventaja es desconocida, si bien exis-
ten algunas sugerencias. Asi, se ha demostrado que la hemoglobina es
retirada mas réipidamente de la circulacién y su tasa de degradacién
enzimdtica en el higado es més elevada cuando se encuentra fijada a
haptoglobina de tipo Hp2 que al tipo Hpl. Sin embargo, la fuerza selec-
tiva de estas observaciones es cuestionable dada la baja proporcidn

de hemoglobina que es catabolizada en forma de complejo Hp-Hb.

La principal dificultad en la interpretacién de las posi-
bles presiones selectivas que afectan a los genotipos Hp radica en
el incompleto conocimiento de las funciones de la Hp. En este sentido,
se han propuesto para la haptoglobina otras funciones bioldgicas que

podrian ser importantes desde el punto de vista de la selecciédn.
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5.2.6. FILOGENIA DE LAS HAPTOGLOBINAS

En muchas especies de Vertebrados se han encontrado protei-
nas de tipo Hp con capacidad para unirse a la hemoglobina, que, en
general, no muestran polimorfismo electroforético. En Primates, no
humanos, se presenta casi exclusivamente en forma de Hp equivalente

al tipo Hpl-1 humano.

A partir de 1los conocimientos actuales se puede admitir
que el hombre es el (Gnico primate con claro polimorfismo Hp. Con res-
pecto al origen evolutivo del alelo Hp2, algunos autores (Ritter et
al., 1980) creen que mientras no se esclarezca la naturaleza estructu-
ral de los pocos casos de polimerizacién Hp encontrados en algunas
especies distintas a la humana, no se puede ektraer una conclusidn
definitiva sobre si los productos génicos hpet2 son exclusivos del hom-
bre. Otros autores, sin embargo, piensan que, la ausencia en primates
no humanos de una Hp polimérica comparable a la Hp2-2 humana, la dupli-
cacién responsable de la aparicién del gen Hp2 habria ocurrido en el
género Homo, después de la separacién del hombre y los primates infe-

riores (Putnam, 1975).

En algunos casos, sin embargo, se ha detectado la existencia de varian-
tes Hp, como en una muestra de 10 Macaca irus donde tres ejemplares
presentaron una imagen electroforética comparable a la del tipo Hp2-1
modificado (Hp2M) humano (Beckman y Cedermark, 1960). Todo esto viene

a confirmar la complejidad en la interpretacién filogenética de las

haptoglobinas.
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5.2.7. METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio

El an&dlisis realizado del polimorfismo haptoglobina incluye
la determinacién de tipos y subtipos controlados por los alelos Hp
y Hp2, mediante técnicas electroforéticas diferentes que se detallan

a continuacién.

A.1. Determinacidn de los tipos Hp

La técnica utilizada para la deteccidn de los fenotipos
comunes Hp ha sido la electroforesis horizontal en gel de poliacrila-
mida de complejos Hp-Hb obtenidos por saturacién de muestras de suero

con hemoglobina libre.

A.l1.1. Soluciones y tampones empleados

Solucién I

Acrilamida 22.2 g
Bisacrilamida (N,N'-metileno-bisacrilamida) 0.6 g
Agua destilada 100 ml

Tampén del gel (Tp. Tris-glicina, pH 8.9)

Glicina 15.02 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Ajustar a pH 8.9 con TRIS (hidroximetil)-aminometano

Tampén cubetas

Tampén del gel, pH 8.9, diluido 1:1 con agua destilada.
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A.1.2. Preparacién del gel

Para la elaboracidén del gel se utilizé un molde formado
por dos placas, una de vidrio (130 x 250 x 2 mm) y otra de pléastico
de las mismas dimensiones. Esta Gltima presenta una hilera de salientes
(1 x 0.2 x 0.05 cm), separados entre si 0.5 cm y situados a unos 3
cm del extremo inferior de la misma, cuya finalidad es la de obtener
sobre el gel unas muescas de 10 microlitros de capacidad donde se depo-
sitarédn las muestras. Una vez desengrasadas dichas placas con alcohol
etilico, se coloca entre las mismas un marco rectangular de goma de
0.7 cm de anchura y de 1 mm de grosor, sujeténdose fuertemente el con-

junto con unas pinzas.

En un vaso de precipitados se prepara la mezcla del gel

de electroforesis, que contiene:

Agua destilada 12 ml
Tampén del gel (pH 8.9) 33 ml
Solucidén I 18 ml
Persulfato de amonio (2 %) 2.5 ml
TEMED 50 ul

Mediante un agitador magnético se mezclan uniformente estos
componentes y posteriormente se inyectan con una jeringa, en el molde
previamente construido. Es conveniente efectuar esta operacidén lenta-
mente para evitar que queden atrapadas burbujas de aire que interfe-
ririan en la polimerizacién de la acrilamida. La polimerizacidn de
los geles tiene lugar a temperatura ambiente, durante unos 30 minutos,

por accién del persulfato y del TEMED.

A.1.3. Tratamiento de las muestras

Después de obtener una solucién de hemoglobina libre, hemo-
lizando un sedimento de glébulos (previamente lavados tres veces con
suero fisiolégico) con un volumen igual de agua destilada, la formacidn

del complejo Hp-Hb se consigue mezclando uniformemente:
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10 pul de sol. Hb (diluida 1/10 en sueroc fisioldgico)
20 ul de tampdn cubetas

10 pl de suero problema

A.l1.4. Desarrollo de la electroforesis

En primer lugar se procede a sacar el gel del molde donde
se halla incluido. Para ello, después de retiradas las pinzas y el
marco, se despega la placa de plastico presionando suavemente con una
espatula ligeramente introducida entre el gel y la placa. De este modo
queda el gel sobre la placa fina de vidrio, lo que posibilitard una

mejor refrigeracidén del mismo durante la electroforesis.

A continuacién se colocan las muestras depositando 10 mi-
crolitros de cada suero saturado en cada uno de los pocillos formados

sobre el gel.

La migracién electroforética se realizé en una cubeta de
electroforesis provista de una placa refrigeradora. Una vez colocado
el gel sobre la superficie de refrigeracién, se conectaron los extremos
del mismo mediante puentes de papel de filtro a la solucidén tampdn
depositada en las cubetas {aproximadamente 1 litro en cada una). Para
evitar la desecacidén del gel se cubre este durante todo el proceso
electroforético con una tapadera de plastico. En un principio se efec-
tudé una premigracién a 20 mA, hasta que las muestras hubieron salido
de los pocillos (alrededor de 15 minutos), y a continuacién la electro-
foresis, a 40 mA durante 3 - 3.5 horas. La temperatura se mantuvo cons-
tante a 4 °C mediante un circuito de refrigeracién, siendo por otra

parte, el sentido de la migracidén de catodo a &nodo.

A.1.5. Tincién

La visualizacién de los tipos Hp, basada en el incremento

de la actividad peroxidasica de la hemoglobina unida a la haptoglobina,
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se llevé acabo tifiendo los geles con la siguiente solucién de bencidi-

na:

Bencidina 0.40 mg
Acido acético 1 ml
Agua destilada, c.s.p. 200 ml

En primer lugar se mezcla la bencidina y el acido acético
a esta solucidn se le afiade paulatinamente el agua destilada, agitando
constantemente y calentandola ligeramente sobre un mechero de gas.
Una vez preparada la solucidn, se afiaden a la misma 0.5 ml de peréxido

de hidrdégeno (H20 al 30 %) y se vierte sobre el gel depositado en

2
una cubeta. La hemoglobina, y las zonas Hp-Hb se tifien de un color
azul oscuro. Al cabo de unos 15 minutos es conveniente afladir agua

para evitar el ennegrecimiento de todo el gel.

A.1.6. Interpretacidn

La observacidén de las bandas elctroforéticas permite reco-
nocer los fenotipos comunes Hpl, Hp2-1 y Hp2 de acuerdo con su movili-

dad relativa (figura 5.8).
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Figura 5.8: Feﬁotipos Hp mediante electroforesis en gel de poliacrila-

mida.






A.2. Determinacién de los subtipos Hp

Para la identificacién de los subtipos Hp se ha seguido
la técnica propuesta por Constans y Viau (1975) que posibilita la dife-~
renciacién de las variantes de las dos subunidades hpu1 y hpaz. Este
procedimiento implica: a) la purificacién de la haptoglobina, b) 1la
disociacién de las subunidades polipeptidicas por reduccién y alquila-
cidén de los puentes disulfuro, y c¢) su posterior separacidén por elec-

troforesis vertical en geles de poliacrilamida-urea.

A.2.1. Tratamiento de las muestras:purificacién de la hap-

toglobina y disociacidén de las cadenas polipeptidicas.

a). Soluciones empleadas.

A. Tampbn acetato-Na 0.01 M, pH 4.7

Acetato de sodio anhidro 0.82 g
Agua destilada, c.s.p. 1000 ml

Ajustar a pH 4.7 con acido acético

B. Resina para la elucidn

DEAE-celulosa lg
Celulosa N,N-dietilaminoetil éter lg
Tampén pH 4.7, c.s.p. 500 ml

Esta mezcla se prepara en una probeta agitando continuamen-
te durante 5 minutos. Se deja reposar 24 horas y se retira el sobrena-
dante hasta una altura de 1 cm por encima de la resina depositada.
Se completa el volumen hasta 200 ml con tampén pH 4.7, agitaéndose de
nuevo . Esta suspensién puede conservarse a 4 2C durante un largo pe-

riodo de tiempo.
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C. Solucidn de acetato de amonio

Acetato de amonio 0.96 g
Agua destilada 100 ml

D. Tampén borato pH 9 (&cido bérico 0.5 M)

Acido bérico 3.09 g
Hidréxido sédico 1 N 20 ml
Agua destilada c.s.p. 100 ml

(Esta solucidén se emplea diluida 1/5 en agua destilada)

E. Mezcla hidrolizante

Urea lg
Tampdén borato, pH 8.9, diluido 1/5 1.2 ml
Mercaptoetanol 20 ul

{Esta solucidén se prepara agitando al calor para disolver

la urea)

F. Solucién de Iodoacetamida

Iodoacetamida ‘ 277 mg
Agua destilada 3 ml

G. Solucidn colorante indicadora de la migracidn

Fuchsina bésica 5 mg

Tampén borato, pH 8.9, diluido 1/5 4 ml

b). Purificacién de la haptoglobina

Con el fin de concentrar la proteina, cada muestra de suero

fue sometida al siguiente tratamiento:
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- En un tubo (1) con 1.5 ml de la suspensién B diluida 1:1
en tampén pH 4.7 (solucidén A), se afiaden 100 microlitros de suero pro-
blema. Mediante agitacién se mezcla uniformemente durante 1 minuto,

para favorecer la unién de la haptoglobina con la resina.

— El1 contenido del tubo 1 se vierte en otro (tubo 2) provisto
de un filtro para aminodcidos. La mezcla se filtra por centrifugacién
a 5000 r.p.m., durante 5 minutos, quedando la haptoglobina acoplada

a la resina retenida por el filtro.

- Por Gltimo, 1la elucidn de la haptoglobina se lleva a cabo
ahadiendo al complejo resina-proteina retenido en los filtros 100 mi-
crolitros de acetato de amonio (solucidén C) y centrifugando a 5000
r.p.m. durante 5 minutos. El1 filtrado se recoge en un tubo (3) en el

que previamente se han depositado 50 mg de urea.
c). Hidrélisis de la haptoglobina

La separacidén de las cadenas hp se consigue por ruptura
de los puentes disulfuro de las moléculas mediante reduccién con mer-

captoetanol y su posterior alquilacidén con iodoacetamida.

Al concentrado de Hp del tubo 3, se le afiaden 100 microli-
tros de solucidén E, agitédndose a continuacidén. La mezcla se deja repo-
sar unos minutos. La reaccién de hiodrélisis se detiene por la adicidn

de 20 microlitros de iodoacetamida (solucidén F}.

A.2.2. Electroforesis

a). Soluciones y tampones empleados

Solucién I

Acrilamida 190 g

Bisacrilamida (N,N'-metileno-bisacrilamida) 5¢g
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Agua destilada, c.s.p. 250 ml

Tampén del gel, pH 3.2

Solucidén NaOH (5 %) 10 ml
Agua destilada, c.s.p. 100 ml

Ajustar a pH 3.2 con acido acético

Tampén cubetas, pH 3.5

Glicina 30.02 g
Agua destilada, c.s.p. 1000 ml.

Ajustar a pH 3.5 con acido acético

b). Preparacién del gel

En un vaso de precipitados se prepara la solucidén del gel

que contiene:

Urea 21 g
Tampdn gel (pH 3.2) 5 ml
Agua destilada 17.5 ml
Solucidén I 10 ml
TEMED 10 nl
Persulfato de amonio (10 %) 50 nl
Riboflavina (10 %) 2.5 ml

Esta mezcla, una vez desgaseada, se introduce con una je-
ringa en tubos de vidrio de 7.5 cm de longitud y 0.5 cm de diémetro
interno tapados por un extremo. Los tubos se llenar. hasta una altura
de 6.5 cm. Para evitar que el gel forme menisco con las paredes del
tubo, se depositan con precaucién unas gotas de agua encima del gel

sin que se mezclen con é1l.

Los geles se polimerizan por exposicién a la luz U.V. du-

rante una hora. Una vez polimerizados se guardan a 4 °C.
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c). Electroforesis

Una vez eliminado el agua de la superficie libre del gel
y el tapén del extremo opuesto de los tubos, éstos se fijan a la cubeta
superior de un aparato de electroforesis vertical. La cubeta inferior
se llena con tampdén pH 3.5 diluido 1/10. A continuacién se coloca la
cubeta superior con los tubos incorporados de tal modo que el extremo

inferior de los mismos que de introducido en el tampdn.

Se depositan las muestras (100 microlitros), ya tratadas,
sobre la superficie libre del gel de cada tubo. Cada muestra se repitié

dos veces, para una mayor seguridad en las determinaciones.

Con el fin de visualizar la migracidén electroforética de
las cadenas hp, la solucidén de péptidos se puede colorear con 10 micro-

litros de fuchsina bésica (solucién G).

Los tubos se terminan de llenar con tampdén pH 3.5 diluido
1/10, haciéndolo muy lentamente, con una jeringa, sin remover las mues-
tras depositadas previamente, de este modo se evitan fendmenos de tur-

bulencia en el 1llenado de la cubeta superior con la misma solucidn

tampén (pH 3.5 diluido 1/10).

La electroforesis se realizé a 4 ¢C durante 2 - 2.5 horas,

a 100 V. El sentido de la migracién fue del anodo al catodo.
d}. Tincidn

Finalizada la electroforesis se extraen los geles de los
tubos introduciendo agua con una jeringa entre el borde del gel y la

pared del tubo.

Los geles se tifien sumergiéndolos en una solucién de amido
Schwarz (1 g de negro amido/ 1 litro de &cido acético al 7 %), durante
media hora. Transcurrido este tiempo se procede a su decoloracién de-

jadndolos en agitacidén durante toda la noche en una solucidén de acido
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acético al 7 %.
e). Identificacidn de los subtipos de Hp

La observacién de las bandas en los geles permite la iden-

tificacién de los distintos subtipos de hpa1 y hpaz.

. 2

Las muestras que presentaron variantes de la cadena hpa
fueron nuevamente determinados, mezclados con suero patrdn de fenotipo
2FS-1F, en orden a obtener una mayor seguridad en la clasificaciédn

de las variantes Hp2FF y HpZSS (figura 5.9).

B. Métodos estadisticos.

Tanto en el caso de los tipos como de los subtipos, debido
a la relacién de codominancia existente entre los distintos alelos,
las frecuencias génicas y sus desviaciones tipicas se han calculado

utilizando las férmulas indicadas en la pagina 18.

- 496 -






Figura 5.9: Subtipos Hp mediante electroforesis en gel de poliacrila-

mida.



5.2.8. RESULTADOS

Los datos obtenidos para los tipos y subtipos Hp en la
serie de Menorca se muestran en el cuadro 5.3. En él1 se incluyen los
valores fenotipicos observados y esperados asi como las frecuencias

alélicas con sus respectivas desviaciones tipicas.

De los 678 individuos analizados, tres no presentaron hap-
toglobina en cantidades detectables, por lo que se les ha clasificado
dentro del tipo HpO, no habiendo sido computados en el célculo de las

frecuencias génicas.

En la muestra analizada se han identificado las tres va-

riantes tanto del alelo le (leF y les) como las del alelo Hp2 (HngF

2FS 258
Hp y Hp™77).
Tanto en el caso de los tipos como en el de los subtipos
Hp, la comparacién entre las frecuencias fenotipicas empiricas y las
tedéricas, no revela diferencias significativas, por lo que se puede

admitir que la serie en cuestidén se halla en equilibrio Hardy-Weinberg.
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Cuadro 5.3.

: Frecuencias de tipos y subtipos Hp en Menorca.

Tipos Obs. Esp. X2 Subtipos Obs. Esp. X2

Hp 1-1 110  112.44  0.0529  1F-1F 29 25.04  0.6263
1F-1S 50 56.06  0.6551
1S-18 31 31.37  0.0044

Hp 2-1 331  326.11  0.0801  1F-2FF 1 1.92

1F-2FS 150  151.38  0.0227
1F-2SS 1 0.57
1S-2FF 3 2.15
1S-2FS 174  169.46  0.2645
1S-28s 2 0.64
Hp 2-2 234  236.44  0.0252  2FF-2FF - 0.04
OFF—-2FS 6 5.82
OFF-2SS - 0.02
oFS-2FS 208  208.80  0-0246
OFS-25S - 1.73
255-258 - 0.00

Hp 0 3%

Total 678  674.99  0.1582 675  675.00  1.5976
(P = 0.70-0.50; 1 g.1.) (P = 0.70-0.50; 3 g.1.)
Frecuencias alélicas

1 1F
Hp 0.4082 + 0.0134 Hp 0.1926 + 0.0107
Hp™S 0.2156 + 0.0112
Hp®  0.5918 + 0.0134 HpZ' T 0.0074 + 0.0023
HpZ'O  0.5822 + 0.0134
HpZ>>  0.0022 + 0.0013
Hp S/Hpt  0.527.

* Los individuos Hp O han sido excluidos en el cdlculo de frecuencias.
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5.2.9. COMPARACIONES

El estudio comparativo, con respecto al sistema Hp, entre
la serie de Menorca y otras poblaciones se ha llevado a cabo conside-
rando por separado los tipos (genes le y sz) y los subtipos (alelos

1F 1S 2FF 2FS 2SS
Hp™, Hp", Hp~ ~, Hp y Hp ).

A. Tipos Hp

El gran numero de estudios poblacionales existentes sobre
los tipos Hp (Mourant et al., 1976) ha permitido una buena comparacién
de la distribucién mundial de los genes le y sz. Por este motivo,
se ha restringido el estudio comparativo de los tipos Hp a las pobla-

ciones de la Peninsula Ibérica, de la cuenca mediterrénea y del Centro

y Norte de Europa.

A.1 Comparacidn de la serie de Menorca con otras poblaciones espafiolas

y portuguesas

En el cuadro 5.4 se presentan los datos existentes en di-
versas poblaciones peninsulares y de algunas muestras insulares espafio-

las., La figura 5.10 representa graficamente la distribucidén del alelo

le en las muestras espafiolas y portuguesas.

La amplitud de variacidén de le en las series consideradas

oscila entre 0.356 en Canarias (Kahlich-Kénner et al., 1969) y 0.451

en Galicia (Blazquez Caeiro, 1982), no apreciéndose en conjunto ningin

gradiente ni distribucién particular para dichas frecuencias.

En el cuadro 5.4 se puede observar que todas las muestras

comparadas se hallan en equilibrio Hardy-Weinberg, excepto tres de

la zona central de la Peninsula (Planas et al., 1966; Garcia, 1974;
Planas, 1963).

Mediante el test de x2 en la serie global constituida por
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Cuadro 5.4: Polimorfismo Hp en diversas pohlaciecnes de la Peninsula Ibérica.

fenotipos 1 2
POBLACICN N 1-1  2-1 2-2 o* Hp X(HW) REFERENCIAS
ZONA NORTE
Norte 136 23 64 49 0.404 0.07 Planas et al., 1966
Asturias 823 128 400 283 12 0.404 0.46 Planas et al., 1968
Galicia 200 36 103 61 0.438 0.43 Bldzquez Caeiro, 1980
Galicia 231 40 118 73 0.429 0.43 Goedde et al., 1973
Galicia 500 102 247 151 0.451 0.00 Blizquez Caeiro, 1982
Vascos 314 55 158 96 5 0.434 0.52 Planas et al., 1966
Vascos 274 53 136 85 0.442 0.01 Goedde et al., 1973
Vascos 107 15 49 a2 1 0.373 0.01 Allison et al., 1958
ZONA ESTE
Este 661 104 296 261 0.381 1.71 Planas et al., 1966
Barcelona 500 80 255 165 0.415 1.27 Hernandez, 1982
Barcelona 317 45 151 121 0.380 0.04 Moral y Panadero, 1983
Menorca 678 110 331 234 3 0.408 0.13 Presente estudio
ZONA CENTRO
Centro . 529 72 282 175 Q.403 6.19 Planas et al., 1966
Centro 906 77 501 328 0.361 35.48 Garcfa, 1974
Centro 314 SS 148 111 0.411 0.22 Portugal y Moya, 1963
Castilla 559 57 324 178 0.392 25.13 Planas, 1963
Meseta Central 211 36 94 81 0.393 0.93 Goedde et al., 1973
ZONA SUR
Andalucia 900 157 432 311 0.414 0.11 Planas et al., 1966
Andalucia 184 28 95 61 0.410 0.82 Goedde et al., 1973
ISLAS CANARIAS
Las Palmas 388 62 181 129 18 0.410 0.01 Pons et al., 1968
Gran Canaria, 139 30 64 45 0.446 0.65 Fusté, 1965
Canarias 277 32 133 112 0.3%6 0.63 Kahlich-K&nner et al., 1969
PORTUGAL
Portugueses 1c8 13 54 41 0.370 0.56 Barros, 13860
Portugueses 120 24 s2 a4 0.417 1.41 Sarros, 1960
Portugueses 838 133 390 314 0.392 0.38 Barros, 1964
QOporto 1000 155 478 367 0.394 0.00 Torrinha, 1967
Lisbhoa 1000 180 500 320 0.430 0.40 Weissmann y Reuter, 1982

* Los individuos Hp O no han sido considerados en el cdlculo de las frecuencias génicas.

fow): Nivel de significacién 0.05, para 1 g.l., X°= 3.841.
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los 27 grupos considerados, se aprecia una gran heterogeneidad (y?2
= 120.125; P< 0.001; 52 g.d.l.). Sin embargo, si se excluyen las tres

series que no se hallan en equilibrio Hardy-Weinberg, entonces 1las

diferencias no son significativas (x? = 49.978; P = 0.10-0.05; 46 g.d.
1.).

0.404 0.442 ..,
0.434
0.373

1 . .
Figura 5.10: Distribucién del alelo Hp~ en diversas poblaciones de

la Peninsula Ibérica.

Si se analiza la homogeneidad dentro de cada una de las
regiones geograficas indicadas en el cuadro 5.4, Unicamente se encuen-

tran diferencias estadisticas en la zona Centro:

zona Norte : x? = 10.866; P = 0.70-0.50; 14 g.d.l.
zona Este : x? = 7.312; P = 0.30-0.20; 6 g.d.l.
zona Centro: x? = 36.050; P < 0.001; 8 g.d.l.
zona Sur @ x? = 0.945; P = 0.70-0.50; 2 g.d.l.
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Canarias : 2 8.613; P = 0.10-0.05; 4 g.d.l.
Portugal : ¥? 11.220; P = 0.20-0.10; 8 g.d.l.

=<
1]

Asi pues, se puede concluir que existe homogeneidad en
la mayor parte de 1las regiones comparadas. La heterogeneidad de 1la
zona Centro puede ser atribuida a las tres series que no se hallan

en equilibrio Hardy-Weinberg.

. sz . . 1
Posicién de 1la serie de Menorca.- La frecuencia de Hp

(0.408) de la muestra menorquina queda perfectamente incluida dentro
del ambito de variacidn observado en la Peninsula Ibérica (cuadro 5.4;

fig.5.10).

Los resultados de la comparacién entre las series espafiolas
dos a dos, mediante el test de y? estén indicados en el cuadro 5.5.
En éste se puede apreciar que la muestra menorquina sélo difiere signi-
ficativamente de la muestra castellana de Planas (1963) y la del Centro
de Garcia (1974). Estas dos uUltimas, a su vez, presentan diferencias
estadisticas con casi todos los grupos comparados. Asimismo, se encuen-
tran diferencias significativas entre algunas series con frecuencias

relativamente extremas de le.
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A.2 Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones circunme-—

diterrédneas y del Centro y Norte de Europa

En el cuadro 5.6 figuran los resultados obtenidos para
los tipos Hp en diversas poblaciones circunmediterréneas y del Centro
¥y Norte de Europa. Las figuras 5.11 y 5.12 muestran graficamente la
distribucién de las frecuencias del alelo le en estas zonas geografi-

cas.

En la cuenca del Mediterréneo, los valores de le se hallan
comprendidos entre 0.211 (Jebeliya de la Peninsula del Sinai) y 0.590
(Liguria, Italia), quedando la mayoria de las frecuencias entre 0.25
y 0.45. En general, los valores mas elevados se presentan en la Penin-
sula Ibérica, Marruecos y Libia, y los mas bajos en la zona de Turquia.
y Oriente Préximo. En el Mediterréaneo Central, la Peninsula Italiana
¥y algunas series griegas ocupan una posicién intermedia. En la figura
5.11 puede apreciarse un cierto gradiente en el que los valores de

1 .
Hp~ parecen aumentar en sentido este-ceste.

Los resultados de la serie de Menorca (le = 0.408) quedan
claramente incluidos dentro de los valores mas elevados descritos en

otras muestras del Mediterréneo Occidental.

En las poblaciones del Centro y Norte de Europa, los valo-
res de le se situan entre 0.311 (Lapones de Noruega) y 0.446 (Suiza).
Por otra parte, parece apreciarse un cierto incremento de las frecuen-

cias de le en el sentido nordeste-sudoeste (fig.5.12).

Mediante el test de Xx* se ha evaluado la significacién
estadistica de las diferencias entre la muestra de Menorca y otras
poblaciones circunmediterraneas y del Centro y Norte de Europa, cuyos
resultados se indican en el cuadro 5.6. Las diferencias resultan ser
significativas con la mayor parte de las series del Mediterraneo Orien-

tal (Grecia, Turquia, Israel y Egipto).
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Con respecto a las poblaciones del Centro y Norte de Euro-
pa, Menorca difiere estadisticamente de algunas series situadas en
la periferia de dicha &area geogrédfica ( Escandinavia, paises del Este

y algunos grupos de Gran Bretafia).

B. Subtipos Hp

En contraste con el volumen de datos existentes sobre la
distribucidn de los tipos Hp, son pocos los estudios realizados sobre
los subtipos Hp, estando, por otra parte, la mayoria de estos trabajos

limitados a los subtipos leF y les del alelo le.

En los cuadros 5.7 y 5.8 se presentan respectivamente los
resultados genotipicos y las frecuencias génicas obtenidas para los
subtipos Hp en diversas poblaciones. Asimismo, en el cuadro 5.8 se
indican los valores de la relacidn leS/le y del estudio del equili-
brio Hardy-Weinberg, calculados para las distintas series que figuran

en el mismo.

B.1 Subtipos del alelo le: leF y leS

En el estudio de la distribucidn de los subtipos le puede
atenderse a la variacién de las frecuencias leF ¥y leS en cuanto tales,
en el conjunto del sistema Hp, y también a la proporcidn relativa de
cada uno de ellos dentro del gen le, que viene expresada por la ra-

zén leS/le.

Dado que la distribucidn del gen le\ya ha sido considerada
en el apartado A, y para una mayor simplicidad, se ha representado
Unicamente la reparticidén geografica de los valores leS/le (fig.5.13
y 5.14). Por otro lado, debido a la escasez de datos disponibles, los
correspondientes a la cuenca mediterranea y a las poblaciones del Cen-

tro y Norte de Europa se hallan incluidas en la misma figura,
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En la cuenca del Mediterraneo se aprecia una notable varia-
cién en las frecuencias de los alelos les (0.156 - 0.339) y leF
(0.112 - 0.236), asi como en los valores les/le que oscilan entre

0.456 (Orosei, Cerdefia) y 0.748 (V. Ouzom, Francia).

En el Centro y Norte de Europa, los pocos datos existentes

son también dispersos: leF (0.118 - 0.307), les (0.073 - 0.328) y

leS/le (0.192 - 0.652), destacidndose las dos series de Lapones que

presentan las frecuencias més bajas de leF {0.067 - 0.093) y los valo=-
res mads elevados de leS/le (0.701 - 0.887).

Los resultados de la serie de Menorca (leF = 0.193,

leS = 0.215 y leS/le = 0.527) son del mismo orden que los encontra-

dos en varias poblaciones mediterraneas (Sur de Italia y Grecia).

En amerindios, esquimales y aborigenes australianos, las

frecuencias de leF (0.000 - 0.025) son muy bajas, mientras que las

de leS (0.168 - 0.774) son muy dispersas. Estas poblaciones presentan
1

valores leS/Hp (0.870 - 1.000) 1ligeramente préximos a la unidad,
iF

y contrastan con otros grupos que muestran mayor polimorfismo Hp

y les. La misma situacidén puede apreciarse en la mayor parte de las

series de Extremo Oriente.

En consecuencia tal vez podria considerarse que el tronco

racial mongoloide se caracteriza por presentar las frecuencias méas

bajas de leF.

FF 2FS 255
B.2 Subtipos del alelo Hp2: sz , Hp y Hp

En las figuras 5.15 - 5.17 se muestra la reparticion mun-

dial de los valores HpZFF, HpZFS N szss correspondientes a las pobla-

ciones que se hallan incluidas en el cuadro 5.8.

F 2
Las variantes Hp2F y Hp

cias muy bajas, y su presencia sdlo ha sido determinada en unas pocas
S
corresponda

S aparecen siempre con frecuen-

poblaciones (cuadro 5.8), de ahi que la variacidén de Hp
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en gran parte, a la del gen Hp2 cuya distribucidén ha sido comentada

en el apartado A.

El valor maximo del alelo Hp2FF se ha encontrado en un

grupo de vascos franceses (2.2 %), mientras que la frecuencia mas alta

de Hp2ss se ha descrito en Djibouti (1.5 %). En la representacién gré-

fica de diversas poblaciones en funcién de sus frecuencias Hp2FF y

szss (figura 5.18) se puede apreciar que sb6lo en cuatro series (Menor-
ca, Barcelona, Baronnies y Hungria) se presentan simulténeamente las
variantes szFF y HpZSS, mientras que en el resto de poblaciones ana-

lizadas alguno de estos dos alelos estd ausente.

HPZSS

—‘ DJIBOUTI

)

tx10”3

10 —f

5 PAYS SAULT

CAPCIR

TUAREG
MENORCA

BARCELONA
® ®
BARONNIES
o
HUNGRIA ouzoM IN. ARAUCANOS VASCOS L 2FE
LN N BN B T T T T T T T 717 !;" P
5 10 15 (x10

Figura 5.18: Representacién grafica de diversas poblaciones en funcidn

2FF 2SS
de las frecuencias de Hp y Hp .
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B.3 Significacidén estadistica de las diferencias entre la muestra me-

norquina y otras poblaciones

Con respecto a los tipos y subtipos de haptoglobina, se
ha llevado a cabo la comparacién entre la serie de Menorca y otras
poblaciones mediante el test de X2 cuyos resultados se hallan indicados
en el cuadro 5.9. E1 hecho de que con algunas muestras, las diferencias
sean significativas Gnicamente a nivel de los subtipos, pone de mani-
fiesto el interés antropolégico de dichos alelos como marcadores pobla-

cionales.

Dentro del continente europeo, se aprecian diferencias
significativas con distintas series del norte y del este de Europa,
asi como del Pirineo francés. Las mayores discrepancias se observan
con las muestras de Checoslovaquia y de Lapones de Finlandia. Por otra
parte, la serie de Menorca presenta homogeneidad con bastantes pobla-

ciones del centro y sur de Europa.

En relacién a los grupos de otros continentes, la muestra
menorquina difiere estadisticamente de casi todos ellos con contadas

excepciones.

B.4 Representacidén grafica en funcidén de las frecuencias leF, les

2
y Hp

Para la representacidén de la distribucidén poblacional en
funcién de la informacidn proporcionada por el sistema Hp se ha elegido
el método del triidngulo equildtero cuyas alturas corresponden a los

valores leF, leS y Hp2. Debido a las frecuencias extremadamente bajas

2 2SS
de Hp FF y Hp ¥y a los pocos estudios realizados sobre los mismos,
todos los alelos Hp2 se han computado conjuntamente, ya que su distin-
cidén no aporta informacidén adicional importante en cuanto a la diferen-

ciacién entre de las poblaciones.
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Cuadro 5.9 : Subtipos Hp. Comparacién de la serie menorquina con otras poblaciones.

POBLACION N XZ* XZ** REFERENCIAS

(2) (s)
EURCPA
Alemania. Freiburg 212 0.24 7.31 Kehr-Loke et al., 1966
Alemania. Marburg 232 0.43 8.60 Cleve, 1966
Checoslovaquia. Praga 548 2.95 108.19 Kehr-L&dke et al., 1968
Espafia. Barcelona 317 1.44 7.91 Moral y Panadero, 1983
Esparfia. Menorca 675 - - Presente estudio
Finlandia 58 13.26 22.56 Ehnholm, 1969
Francia. Pirineos Baronnies 217 1.38 9.07 Constans y Viau, 1977
Francia. Pirineos Camurac 161 1.88 12.32 Constans y Viau, 1977
Francia. Pirineos Capcir 120 2.37 14.47 Constans y Viau, 1977
Francia. Pirineos Pays Sault 278 2.10 2.90 Constans y Viau, 1977
Francia. Pirineos Quzom 276 5.04 41.39 Constans et al., 1978
Francia. Pirineos Vascos 137 1.27 5.10 Constans y Viau, 1977
Hungria. 675 13.92 28.76 Hevér y Hajpal, 1978
Irlanda. Dublin 188 8.22 26.35 Kehr-L&ke et al., 1966
Italia. Nordeste 96 10.41 10.57 Santoro et al., 1983
Italia. Noroeste 85 3.15 7.36 Santoro et al., 19&3
Italia. Centro 93 0.54 6.26 Santoro et al., 1983
Italia. Sur 167 6.79 10.53 Santoro et al., 1983
Italia. Total 441 8.49 15.46 Santoro et al., 1983
Italia. Cerdefia Tonara 84 4,00 10.67 Santoro et al., 1983
Italia. Cerdefla Orosei 81 3.04 7.55 Santoro et al., 1983
Lapones. Finlandia 60 21.06 73.75 Ehnholm y Eriksson, 1969
ASIA
Djibouti. Afars e Issas 136 0.83 18.92 Constans et al., 1978
Yemen Norte 89 2.89 19.14 Constans et al., 1978
India Sur. Bombay 85 47.31 49.16 Shim y Bearn, 1964
Tailandia 68 16.58 35.01 Shim y Bearn, 1964
Filipinas 42 0.35 7.99 Kehr-Loke et al., 1966
Chinos (USA) 113 5.43 62.99 Shim y Bearn, 1964
Japén 170 40.78 82.52 Shim y Bearn, 1964
Japén. Tokio 134 10.22 46.53 Kehr-L&ke et al., 1966
Japoneses {Hawaii) 170 30.47 37.25 Kehr-Ldke et al., 1966
Japén. Ainu 276 23.26 99.32 Omoto y Harada, 1968
Corea 120 6.89 61.25 Shim y Bearn, 1964
AFRICA
Argelia. Béni Abbés (Tuareg) 146 1.65 3.33 Constans et al., 1978
Nigeria 63 56.06 71.67 Shim y Bearn, 1964
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2% 2%

POBLACION N X(Z) X(S) REFERENCIAS

Pigmeos Bi-Aka 464 12.26 13.90 Constans et al., 1981

AMERICA

Canada. Esquimales 67 14.87 35.43 Shim y Bearn, 1964

Canadd 217 8.74 9.97 Lovegrove y Nicholls, 1965

Indios Alabama U.S. 143 1.40 82.93 Shim y Bearn, 1964

Indios Araucanos. Chile 31 41.62 152.56 Shim y Bearn, 1864

OCEANIA

Australia. Aborigenes Arnhem 50 5.58 25.97 Shim y Bearn, 1964

Australia. Aborigenes Desierto 0. 101 35.83 45.90 Shim y Bearn, 1964

" . < . . ;- . . 1F 1s 2
Comparacidn a nivel de tipos Hp; ** Comparacidn a nivel de subtipos Hp™", Hp y Hp .

Nivel de significacién 0.05, para 2 g.l., X°= 5.991.

Nivel de significacién 0.05, para 5 g.l., X2= 11.070.
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# Aborigenes australianos

% Poblaciones europeas
O Africa subsahariana
A Oriente Medio

% Asia Oriental

Y Menorca

o)
sz

Figura 5.19: Distribucién poblacional segin los valores relativos de

1F 1S 2
Hp™ , Hp y Hp .

En la figura 5.19 se representan las distintas poblaciones
en coordenadas triangulares a partir de las frecuencias alélicas antes
. . . 1F ..
mencionadas. Las series con valores muy bajos de Hp (amerindios,
esquimales, australianos y Extremo Oriente asiatico) quedan claramente
separadas de la mayor parte de las muestras europeas gque ocupan una
posicién intermedia entre aquellas y los grupos de Oriente Medio. Cabe

- . . 2 C e
sefialar que las cuatro series con frecuencias Hp < 0.50 (indios arauca-

nos, nigerianos, finlandeses y lapones de Noruega) corresponden a mues-—
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tras de tamafio muy reducido (n<63), lo que podria explicar su posicidn

tan dispersa en la figura.

La serie de Menorca aparece perfectamente situada dentro

de la variabilidad europea.
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