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5.3 SISTEMA TRANSFERRINA

La presencia en el plasma humano de una proteina portadora
de hierro fue descubierta independientemente por Holmberg y Laurell
(1945) y por Schade y Carolina (1946), los cuales pusieron de manifies-

to su papel fisioldgico.

La transferrina o siderofilina (Tf) es una glucoproteina
de la fraccién betaglobulina tanto del suero humano como el de otros

vertebrados.

En 1957, Smithies describié 1la existencia de variantes
genéticas de transferrina utilizando electroforesis en gel de almidén.
A partir de entonces, el gran nilmero de estudios realizados asi como
el empleo de técnicas electroforéticas de mayor poder de resolucién
han conducido al descubrimiento y caracterizacién de numerosas varian-

tes Tf de gran interés antropolégico.

5.3.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA TRANSFERRINA

Los datos bioquimicos existentes en la actualidad indican
que la molécula de transferrina, con un peso molecular aproximado de
76500 daltons, estd constituida por una larga cadena polipeptidica

¥y una fraccién glucidica que representa el 5.7 % de la misma (Putman,

1975).

Con respecto a la parte proteica, si bien no se ha determi-

nado todavia la secuencia completa de aminodcidcs, se sabe que son

aproximadamente unos 600 (: 3 %) con una elevada proporcidén de cisteina
(30 - 34 restos) y, por tanto, con numerosos puentes disulfuro (15

- 17) intramoleculares que representan un obsticulo importante para

el andlisis de la estructura primaria. Los estudios de secuenciacidn

parcial parecen indicar que existe una cierta homologia de alrededor
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de un 40 % entre la mitad aminoterminal y la carboxiterminal de la
molécula (MacGillivray y Brew, 1975). En la transferrina humana el

aminodcido N-terminal es valina y el C-terminal, cisteina.

La fraccidn glucidica de la transferrina humana estad inte-
grada por cuatro restos de acido sialico, cuatro galactosas, ocho mano-
sas y ocho N-acetilglucosaminas. En la molécula de Tf, estos glicidos
se hallan dispuestos lateralmente en forma de cadenas ramificadas de
idéntica composicidén, que terminan con un resto de &cido siélico, y

que se unen a la proteina mediante un enlace N-glucosidico.

Los an&lisis sobre las propiedades biolégicas de los glaci-
dos de la transferrina han demostrado que aumentan la solubilidad de
la proteina y favorecen la fijacién de la misma a las membranas celula-

res durante el intercambio fisioldgico del hierro (Putman, 1975).

Desde el punto de vista estructural se ha comprobado que
la molécula de transferrina contiene dos enlaces idénticos fijadores
de hierro, asi como dos grupos glucidicos iguales por molécula, lo
cual parece indicar que la proteina estaria formada por dos subunida-
des. Baséandose en estos datos y en la homologia interna de la molécula
antes mencionada, algunos autores han sugerido que el gen responsable
de la estructura de la transferrina habria experimentado una duplica-

cibén y fusidén en el curso de su evolucidn filogenética (Walter, 1980).

La movilidad electroforética de 1la transferrina se halla
condicionada por la parte proteica, la fraccidn glucidica asi como
el grado de saturacidn con hierro de la proteina. En efecto, los cam-
bios en la secuencia de aminodcidos de la cadena polipeptidica pueden
traducirse en variaciones de movilidad que constituyen las variantes
genéticas de la Tf. Con respecto a los glicidos, se sabe que el &cido
sidlico desempefia un papel considerable en la movilidad de la molécula,
ya que experimentalmente se ha demostrado que la hidrdélisis gradual
de dicho glicido mediante neuraminidasa, disminuye la velocidad de
migracién de la transferrina. Asimismo, se ha comprobado que la canti-

dad de hierro unida a2 la proteina supone un cambio en su pI, alterando-

- 532 -



se, en consecuencia, su velocidad de migracién electroforética (Gi-

blett, 1969; Putnam, 1975).

5.3.2. POLIMORFISMO GENETICO DE LA TRANSFERRINA

Variantes Tf.

A partir del descubrimiento de la primera variante electro-
forética (Smithies, 1957), numerosas investigaciones han conducido
a la descripcidon de mas de veinte variantes genéticas, algunas de fre-
cuencia muy baja. La técnica usual para la identificacidén de dichas
variantes es la electroforesis en diferentes medios, habiéndose utili-
zado también métodos especificos tal como la autorradiografia con Fe59

(Giblett, 1969).

Atendiendo a la velocidad de migracidén en electroforesis
sobre gel de almidén, las variantes Tf se clasifican en tres grandes
grupos: B, C y D. La variante TfC es la mds comin, estando presente
en todas las poblaciones humanas con frecuencias siempre superiores
al 50 %. E1 grupo B incluye a todas las variantes de migracién electro-
forética méAs répida que TfC, mientras que las de menor movilidad se
consideran de la clase D. Dentro de los grupos B y D, las variantes

particulares se identifican mediante subindices numéricos y de locali-

zacidén geogréafica.

En la figura 5.20 se presenta una relacidén de las distintas

variantes Tf, indicandose de modo esquematico su movilidad electroforé-

tica relativa.

Las diferencias entre las variantes Tf se deben probable-
mente a sustituciones de uno o varios aminodcidos, como se ha demostra-
do en el caso de TfDl, TfDChi y TfB2. Con respecto a TfC, la variante
TfD. oresenta dos sustituciones, una de glicina por &cido aspartico

y otra de glicina por asparraguina. TfDChi muestra un Unico cambio

de arginina por histidina, mientras que en la TfBZ, un resto de glicina
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Figura 5.20: Esquema de la movilidad relativa de las variantes de Tf
humana, en electroforesis sobre gel de almiddn. Las variantes represen-
tadas con una raya mas delgada no han sido confirmadas por el Centro

de Refer. Internacional WHO. (Tomado de Putnam, 1975).
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esta reemplazado por acido glutédmico.

Desde el punto de vista genético, los estudios familiares
de segregacién de las variantes Tf son poco numerosos debido a las
bajas frecuencias que presentan la mayoria de ellas. Sin embargo, los
datos existentes permiten considerar que dichas variantes estan deter-
minadas por una serie de alelos codominantes de un locus autosémico
situado en el cromosoma 1 humano (Chautard-Freire-Maia, 1977; Sparkes
et al., 1984). De estos genes, sélo cuatro se han encontrado con fre-
cuencias superiores a 0.01: TfC, en todas las poblaciones humanas,
72" en chinos y grupos afines, Tt en caucasoides y 7£2°"" en los

indios Navajo (Putnam, 1975; Cooper, 1976; Walter, 1980).

Subtipos de TfC

En los Gltimos afios, la aplicacidén de técnicas de isoelec-
troenfoque (IEF) ha revelado la heterogeneidad electroforética del
alelo ch. Dichos métodos permiten diferenciar diversos subtipos dentro
del fenotipo TfC, los cuales se ajustan a un modelo de herencia mende-
liana codominante. Por otra parte, hay que sefialar que las nuevas téc-
nicas electroforéticas han permitido detectar, aunque excepcionalmente,
nuevas variantes de otros tipos de Tf, concretamente la TfDl_2 (Weidin-

ger et al., 1984).

Los primeros subtipos de transferrina C que fueron descu-

CL c2
biertos, Cl, C2 y C3, son los productos de los alelos Tf ~, Tf y
TfC3 (Kiihnl y Spielmann, 1978, 1979), los cuales constituyen un poli-

morfismo genético, habiéndose incrementado notablemente, de este modo,

la importancia del sistema Tf como marcador genético.

Ademads de estos tres subtipos TfC comunes, se han descrito

otras nueve variantes TfC. Algunas de ellas parecen estar retringidas

a determinadas zonas geograficas o grupos poblacionales, como TfC4

y TfCS, cuya presencia ha sido observada, respectivamente, en amerin-

dios y negros americanos (Constans et al., 1980; Dykes et al., 1982)'1’R -
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9
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Los subtipos de TfC, C6,C7,C8,C9, y ClO0 han sido identifi-
cados en poblaciones caucasoides con frecuencias inferiores al 1 %
(Kiihnl et al., 1981; Dykes et al., 1982; Pascali y Anconi, 1983; Wei-~
dinger et al., 1984). También se han descrito otros dos subtipos de
TfC, el TfCP (Pangwala) encontrado por Walter et al, (198la y 1981b)
en algunos grupos tribales de la India, y otra variante C detectada
en sueros de Aborigenes australianos por Kamboh y Kirk (1983) a la
que denominaron TfC6 aunque otro subtipo de TfC habia recibido ya esta
designacién (Kihnl et al., 1981) mientras 1la publicacién de Kamboh

y Kirk estaba en prensa.

Todos estos subtipos de transferrina C difieren entre si
en su punto isoeléctrico si bien estas variaciones son muy pequefias,
habiéndose estimado en algunos casos, como entre Cl y C8, diferencias

de 0.002 unidades de pH (Weidinger et al., 1984).

Se ha comprobado que el tratamiento previo del suero con
compuestos que ceden hierro férrico producen una buena resolucién de
los subtipos TfC (Constans et al., 1980; Kiihnl et al., 1981). Dado
que las dos terceras partes de la transferrina circulante en el suero
de un individuo normal se encuentran en forma libre, para uniformizar
las condiciones de migracién, se incuban las muestras de suero con
este tipo de compuestos. De este modo se obtiene Tf—Fe1 en proporcién

elevada y cantidades muy bajas de Tf-Fe_ y Tf libre (apotransferrina).

2
Estos tres tipos de Tf presentan diferentes pIl, habiéndose observado
que la mejor visualizacidén de los subtipos TfC se produce en la 2zona

Tf—Fel.

En la figura 5.21 se muestra esquematicamente la movilidad
diferencialde los‘subtipos TfC en la regidn Tf—Fel. Las variantes TfCP
(Pangwala) y la encontrada en Aborigenes australianos no han sido in-
cluidas en este esquema dado que existen ciertas dudas sobre su locali-
zacién respecto a las otras variantes TfC. No obstante algunos autores
(Weidinger et al., 1984) consideran que posiblemente TfCP estd locali-
zada entre las bandas Cl y C4, mientras que la variante de Kamboh y

Kirk (1983) se halla entre las C4 y C9.
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Figura 5.21: Representacidén esquemitica de los subtipos TfC en la re-

gién Tf-Fe mediante iscelectroenfoque en poliacrilamida.

l’
También se indica la posicién relativa de algunas variantes

B y D.

5.3.3. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE LA TRANSFERRINA

La funcidn principal de esta proteina es mantener en solu-
cién y transportar el hierro férrico procedente de la absorcidén intes-—
tinal y de sus lugares de depésito (higado, bazo, etc.), hasta la médu-
la ésea y otros tejidos del sistema reticulo endotelial, donde se uti-
liza para la sintesis de proteinas que contienen hierro. Ademds parti-
cipa en la regulacién y control de la absorcién de hierro e impide

la pérdida indebida del mismo por el rifion.

Esta proteina también actda como tampdén que previene la
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intoxicacién por hierro y minimiza los cambios de actividad de éste
en el plasma, ya que en condiciones normales solo una tercera parte
de la transferrina sérica se halla saturada por dicho metal. Asimismo se
ha comprobado que la transferrina puede tener un efecto bacteriostatico
ya que debido a su capacidad de unirse al hierro libre de la sangre,
puede competir por este metal con la mayoria de los microorganismos,
constituyendo asi parte de lo que se denomina "inmunidad nutricional™
(Weinberg, 1974). A este respecto todos los estudios de inhibicidn

del crecimiento de Klebsiella pneumoniae para distintas variantes de

transferrina humana (Lawrence et al., 1977) demuestran que puede exis-
tir una variabilidad en la actividad bacteriostiatica de las mismas,

siendc la TfC mas efectiva que la TfD.

Cada molécula de transferrina puede combinarse con uno

+++ . NP
) mediante un enlace idnico en

o dos &tomos de hierro férrico (Fe
presencia de un anién normalmente bicarbonato que estabiliza la unidn
Tf-Fe. Esta unién es estable a pH 7.5 - 10, lo cual aumenta la resis-

tencia de la proteina frente a agentes desnaturalizantes.

La transferrina también es capaz de combinarse con otros

++ +4++ +++ ++ +t .
metales tales como Cu , Mn , Co , Zn , Cr , etc., en las mismas
condiciones que las indicadas para el Fe, sin embargo, se desconoce

la importancia fisioldgica de tales uniones.

En el hombre, la transferrina se sintetiza casi exclusiva-
mente en el higado en una cantidad que oscila entre 12 y 24 mg/kg/dia.
Una vez sintetizada pasa al torrente sanguineo y se distribuye por
todo el organismo. La tasa de sintesis aumenta con el cortisol y dismi-
nuye con la ingestidén de alcohol, la malnutricidén y en las hepatopatias
difusas crénicas. La sintesis de transferrina se inicia en los primeros
estadios del desarrollo embrionario de modo que la mayor parte de la
transferrina del recién nacido es de origen fetal, como demuestran
los analisis fenotipicos. La vida plasmética media de esta proteinaesde

aproximadamente unos 8 dias.

- 538 -



La concentracién sérica de transferrina normal en indivi-
duos adultos oscila entre 0.20 y 0.32 g/100 ml de plasma. En el recién
nacido la concentracidén de transferrina es baja ignorandose el momento
en que se alcanzan los niveles de normalidad. En el adulto la concen-
tracién de dicha proteina puede aumentar bien durante el proceso de
gestacién, o en casos patoldgicos tales como hepatitis aguda y anemia
ferropénica crdnica. La administracidn de determinadas sustancias tales
como los estrdgenos pueden asimismo incrementar el nivel sérico de
transferrina. En determinados estados patolégicos puede por otra parte,
disminuir la concentracién de transferrina, como en cirrosis hepatica,
hepatomas, hemocromatosis, anemias hemoliticas, malnutricién proteica,
alcoholismo crénico, sindrome de Down, inflamaciones agudas, etc.).
La atransferrinemia, ausencia congénita de transferrina,es una condi-
cidén extremadamente rara que conduce a un cuadro clinico caracterizado
por anemia hipacrdémica severa, acompafiada de anomalias en el crecimien

to e infecciones frecuentes.

5.3.4. FILOGENIA DEL SISTEMA TRANSFERRINA

El polimorfismo Tf no sdlo se encuentra en la especie huma-
na sino también en otros vertebrados, lo que parece indicar que su

origen filogenético es muy antiguo.

En los estudios realizados en diversos grupos de primates
se han observado variantes Tf mds rapidas que la TfB y TfC humanas.
En gorilas y chimpancés se han detectado variantes mas lentas que la
TfC humana, o de movilidad similar a la TfD del hombre. Por otra parte
se han encontrado grandes variaciones en la distribucidn geogréfica
de 1las variantes Tf dentro de algunos grupos, como por ejemplo los

babuinos, macacos y chimpancés.

Las investigaciones inmunolégicas efectuadas en diversas
especies de primates revelan una semejanza antigénica acusada entre

la Tf humana y la del gorila y chimpancé. La mayor afinidad inmunoldgi-
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ca se observa con antropoides africanos, seguida en orden descendente,
por la de los antropoides asiiticos, monos del antiguo continente,

monos del nuevo continente.

Basandose en estos datos, algunos autores sugieren que
las variantes Tf mas lentas, incluidas las TfD humanas, son de mayor
antigiiedad filogenética, mientras que los alelos TfC y TfB, habrian

surgido por mutacibén en el proceso de hominizacidén (Walter, 1980).
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5.3.5:. METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio

La determinacién de las variantes fenotipicas del sistema
transferrina se ha llevado a cabo mediante isoelectroenfoque horizontal
en geles de poliacrilamida (PAGIF),'segﬁn la técnica descrita por Cons-
tans et al., (1980). Este método permite la identificacién de los sub-

tipos TfC asi como la discriminacidén de los heterocigotos (TfCD y TfCB)

A.l. Soluciones empleadas

Solucidn de acrilamida

Acrilamida 29.1 g
Agua destilada c.s.p. 100 ml

(Conservar en nevera a 4 2C)

Solucién de bisacrilamida

Bisacrilamida (N,N -metileno-bisacrilamida 0.9 g
Agua destilada c¢.s.p. 100 ml

(Conservar en nevera a 4 2C)

Solucién de &cido sulfosalicilico (para la fijacidn)

Acido sulfosalicilico 50 g
Metanol 100 ml
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Solucién decolorante

Alcohol absoluto 500 ml

Acido acético 160 ml
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Agua destilada 2500 ml

Solucién de azul de Coomassie (para la tincidn)

Azul de Coomassie Brilliant 0.34 g

Solucidén decolorante 300 ml

Solucidn de riboflavina 0.004%

Riboflavina 4 mg
Agua destilada c.s.p. 100 ml

(Esta solucidn se conserva en un frasco oscuro a 4 °C.

A.2 Preparacién del gel

Se utilizaron moldes construidos por dos placas de vidrio
(13 x 25 x 0,2 cm) superpuestas y separadas entre si por un marco de
goma de 0.5 mm de grosor y de 0.5 cm de anchura, cuyas dimensiones
internas eran de 12 x 24 cm. El conjunto se sujeta firmemente mediante

unas pinzas dispuestas periféricamente.

La composicidn del gel fue la siguiente:

Solucibén de sacarosa (al 22%) 9 ml
Solucién de acrilamida 3 ml
Solucidén de bisacrilamida 3 ml
Anfolina (LKB) pH 5-7 0.7 ml
Servalita (SERVA) pH 5.0-5.5 0.1 ml
Riboflavina (al 4 %) 0.15 ml

Estas soluciones se mezclan cuidadosamente y, posteriormen-
te, se elimina el aire scometiendo la solucidn del gel a la accidén del
vacio durante 5 minutos. A continuacién, el gel se introduce en el

molde, con una jeringa, evitando la formacidén de burbujas de aire.
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La fotopolimerizacién, catalizada por la solucién de ribo-
flavina, se realizdé dejando los geles expuestos a la accidn de la luz

fluorescente durante toda la noche.

A.3 Tratamiento de la Tf con hierro

Con el fin de eliminar posibles variaciones en la movilidad
de la Tf debidas al nimero de Aatomos de hierro unidos a la molécula,
antes del isoelectroenfoque, se procedié a la saturacién de la transfe-
rrina con dicho elemento. Para ello, 20 microlitros de cada suero fue-
ron incubados con 100 microlitros de una solucidén de sulfato de hierro

y amonio (0.25 % en suero fisiolbgico), durante unas 12 horas a 4 @°C.

A.4 Migracibdn electroforética

En primer lugar se separa al gel del molde, retirando las
pinzas y el marco de goma y desprendiendo con cuidado una de las placas

de vidrio de tal modo que el gel quede adherido sobre la otra.

Las muestras de suero saturadas con hierro se aplican sobre
la superficie del gel mediante papeles de filtro Beckman (0.3 x 0.5
cm) a unos 3 cm del extremo catdédico. Estos papeles se retiran del

gel después de la primera hora de migracién.

En cada uno de los extremos de mayor longitud del gel se
coloca una tira de papel de filtro (Whatman n¢ 17, 24 x 0.5 cm), sobre
los cuales se apoyardn los electrodos. La tira del &nodo se impregna
con solucidén 1 M de H3P04, y la del cédtodo con solucién 1 M de etanola-
mina. La separacién entre electrodos es de unos 10 cm. La placa refri-

geradora sobre la que se coloca el gel, se mantiene a una temperatura

constante de 10 2C.

En una fuente de alimentacién para electroforesis (ECPS
3000/150, Pharmacia Fine Chemicals) se fijaron las condiciones maximas

para la migraciédn:
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voltaje: 1200 Vv
intensidad: 10 mA

potencia: 7.5 W

Al iniciarse la electroforesis, la potencia alcanza su
valor fijado (7.5 W) limitando en consecuencia el voltaje a 750-800V
el cual va subiendo paulatinamente hasta convertirse en el factor limi-
tante durante la primera media hora de migracién. Al final del periodo
de migracién (4.5 horas), las condiciones fueron 1200 v, 3 mA y 4 W,
La estimacién mediante un Volthour Integrator VH.1 (Pharmacia Fine
Chemicals) del ndmero de volt-horas aplicadas en el gel con el que
se logra un buen enfoque de la transferrina, en las condiciones elec-

troforéticas antes citadas, es de 6000 VH.

A.5 Fijacidén y tincidn

Finalizada la migracién se procede a la fijacidén del gel
sumergiéndolo en la solucidn de acido sulfosalicilico durante una hora.
A continuacidén se tifien los geles colocandolos en una batea con solu-
cién colorante (azul de Coomassie Brilliant R-250) durante 1 hora,
a una temperatura de 50 2C. Después de la tincidén, el gel se lava con
solucién decolorante, durante unos minutos pudiéndose conservar durante

largo tiempo en una solucidn acuosa de glicerina al 5 %.

A.6 Identificacidén de las bandas

La ventaja de la técnica utilizada es que la transferrina

queda enfocada en una zona no ocupada por otras proteinas.

Como se observa en la figura 5.22 la zona de la transferri-
na queda por debajo de la regidén de la albimina. Las muestras de TIC,
presenta una o dos bandas principales (homocigotos o heterocigotos,

respectivamente) en la zona de pH 5.5 y otras bandas de mrenor inten-
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Figura 5.22: Subtipos de Tf mediante isoelectroenfoque en poliacrilamida.






sidad, en las bandas adyacentes de pH 5.0 y 6.5. Estas dltimas muestran
el mismo fenotipo que las principales aunque la separacidén entre las
bandas, en los heterocigotos, es més pequefia. La aparicién de estas
bandas principales y secundarias puede interpretarse, segin algunos
autores (Constans et al., 1980) en funcién de las tres formas de Tf
existentes segin el nimero de &tomos de hierro que lleva la molécula.
De este modo, las bandas principales observables a pH 5.5, corresponde-
rian a la forma monoférrica (Fel—Tf), que es estable en estas condi-
ciones de pH y cuya presencia estaria favorecida por el tratamiento
previo con hierro. En cambio, las moléculas de Tf sin hierro (apo-Tf)

y la forma Fe_-Tf se hallarian presentes tnicamente en pequeflas canti-

2
dades, y estarian representadas en las bandas secundarias a pH 6.5

y pH 5.0 respectivamente.

Las bandas correspondientes a las moléculas TfB se hallan

situadas por encima de las bandas principales de TfC.

B. Métodos estadisticos

Las frecuencias alélicas y el ajuste al equilibrio Hardy-
Weinberg, se ha estimado de acuerdo con la hipbétesis de alelomorfismo

miltiple con codominancia, segin las expresiones indicadas en la pégina

18.
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5.3.6. RESULTADOS

En el cuadro 5.10 se presentan los resultados obtenidos

para los tipos y subtipos Tf en la serie de Menorca. En dicho cuadro

se indican los valores fenotipicos observados y esperados,

asi como

las frecuencias alélicas con sus respectivas desviaciones tipicas.

Cuadro 5. 10 : Frecuencias de tipos y subtipos Tf en Menorca.
. 2 . X2
Tipos Obs. Esp. X Subtipos Obs. Esp.
C 690 690.03 0. 0000 Cl1 406 404.34 0.0068
cicz 163 173.79 0.6698
c2 25 18.67 2.1430
cic3 80 73.95 0.495C
C2Cc3 15 15.89 0.0501
C3 1 3.38 1.6770
CB 6 5.96 CilB 6 4.56
C2B - 0.98
0.0001 C3B _ 0.42 0.0000
B - 0.01 B - 0.01
Total 696 696.00 0.0001** 696 695.99 5.0417
Frecuencias alélicas
C Cli
Tf 0.9957 + 0.0018 Tf 0.7622 + 0.0114
TfC2 0.1638 + 0.0099
chs 0.0697 + 0.0068
TfB 0.0043 + 0.0018 TfB 0.0043 + 0.0018

* X°= 5.0417, P= 0.20-0.10, para 3 g.d.l.

* * X2

= 0,0001, P= 0.99, para 1 g.d.1l.
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Con respecto a los subtipos TfC, se ha detectado la presen-

cia de los tres alelos comunes TfCl, TfC2 y chs, con frecuencias de

aparicidn TfC1<Tf02 <Tf03.
Por otro lado, entre los 696 individuos analizados, se

han encontrado seis heterocigotos para el alelo TfB.

En el caso de los tipos como en el de los subtipos Tf,
al comparar las frecuencias fenotipicas empiricas con las tedricas,
mediante el test de x?, no se encuentran diferencias significativas,

por lo que puede admitirse que la serie analizada estd en equilibrio

Hardy-Weinberg.
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5.3.7. COMPARACIONES

Los resultados obtenidos para el sistema transferrina en
la serie de Menorca se han comparado con los obtenidos por otros auto-
res en diversas poblaciones, atendiendo en primer lugar a los tipos

Tf y a continuacién a los subtipos TfC.

A. Tipos de transferrina

En la actualidad se dispone de numerosos datos sobre la
distribucidén de los tipos Tf (variantes genéticas C, B y D) en pobla-
ciones humanas, que posibilitan un buen conocimiento de la reparticidn
mundial de las transferrinas (Kirk, 1968; Mourant et al., 1976; Walter,

1980).

A titulo comparativo, en el cuadro 5.11 se presentan los
datos obtenidos sobre los tipos Tf en diversas poblaciones de la cuenca

mediterrénea y del Centro y Norte de Europa.

A.1 Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones de la

Peninsula Ibérica

Las figuras 5.23 y 5.24 muestran la distribucién geografica
de las frecuencias génicas ch y TfB correspondientes a las series
peninsulares incluidas en el cuadro 5.11. Los valores para el alelo
TfD no han sido representados ya que dicho alelo sdlo se encuentra
presente en la serie de Andalucia (Goedde et al., 1973), con una fre-

cuencia de 0.005.

En general, los rangos de variacién de TfC y TfB en la

Peninsula son bastante reducidos, oscilando el alelo TfC entre 0.982
(Andalucia) y 1.000 (Portugal), mientras que las frecuencias de TfB

quedan comprendidas entre 0.000 (Portugzl) y 0.015 (Vascos).
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Figura 5.23: Distribucidén del alelo ch en la Peninsula Ibérica.

2
Yoy 4

Figura 5.24: Distribucidén del alelo TfB en la Peninsula Ibérica.
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Los resultados obtenidos en la serie menorquina (TfC =
= 0.996 y TfB = 0.004) estén claramente incluidos dentro de la varia-

bilidad observada en la Peninsula.

Si se analiza la homogeneidad del conjunto formado por
las nueve muestras peninsulares, mediante el test de Y2, se aprecian
diferencias estadisticas (x*= 37.746; P< 0.001; 8 g.d.l.). Lo mismo
ocurre si al conjunto peninsular se aflade la serie formada por espafio-
les residentes en Méjico (x?= 47.647; P<0.001; 9 g.d.1l.). La exclusidn
de esta muestra junto con la portuguesa (y?= 14.058; P = 0.05; 8 g.d.
1.) pone de manifiesto que estas dos series son las responsables de

la heterogeneidad mencionada.

La comparacién entre las muestras peninsulares, dos a dos,
(cuadro 5.12), permite apreciar entre la serie de Menorca y las de
Andalucia y del Pais Vasco, una cierta heterogeneidad, atribuible a
la elevada proporcién de heterocigotos TfCB con respecto a la serie

menorquina.

Cuadro 5.12: Tipos Tf. Test de homogeneidad entre diversas muestras

de la Peninsula Ibérica.

Andalucia 6.100

Barcelona 2.310 0.492

Galicia (1973) 1.185 0.547 0.013
Galicia (1982) 2.057 0.894 0.002 0.072

Gerona 0.027 3.660 1.389 0.815 1.190
Meseta Central 0.112 2.287 0.657 0.324 0.514 0.064
Vascos 6.731 0.037 0.519 0.568 0.976 3.817 2.372

Menorca Andal. Barcel. Galic. Galic. Gerona Meseta
(1973) (1982) Central

Nivel de significacién 0.05, x? = 3.841, para 1 g.d.l.
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A.2 Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones circunme-

diterrdneas y del Centro y MNorte de Europa.

En las figuras 5.25 - 5.28 se muestra graficamente la dis-~

tribucién de las frecuencias ch y TfB en dichas zonas geogréaficas.

En todas estas poblaciones se observa un claro predominio
del alelo TfC con respecto al TfB, siendo los valores siempre superio-
res a 0.978. E1 gen TfB se presenta con frecuencias muy bajas corres-
pondiendo el valor mas elevado (0.019) a una serie de lapones de la
URSS. Los valores TfD son todavia mas bajos, halldndose ausente en

muchas de las muestras consideradas (cuadro 5.11).

En general, no se encuentran diferencias particulares en
la distribucidén de los alelos TfC, TfB y TfD entre el &rea mediterranea
y el Centro y Norte de Europa. La presencia de TfD, asi comec la ausen-
cia de TfB en las pocas series norteafricanas estudiadas, posiblemente

sea atribuible a una influencia negroide en dichas poblaciones.
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B. Subtipos TfC

En contraste con el gran nUmero de estudios existentes
sobre la distribucién de los tipos Tf en poblaciones humanas, son esca-
sas las investigaciones realizadas sobre los subtipos ch. Asimismo
cabe seflalar también que algunos de los estudios existentes tUnicamente
detectan los productos génicos de los alelos TfC1 y chz. En estos
casos, las frecuencias de TfCl pueden interpretarse; en realidad, como
la suma de los valores correspondientes a los alelos TfC1 y TfC3 dada
la mayor proximidad de las bandas electroforéticas TfCl y TfC3, en

relacién a TfC2.

Los datos de que se dispone en la actualidad se presentan
en los cuadros 5.13 y 5.14, donde figuran los valores fenotipicos y
las frecuencias alélicas de cada serie, asi como los resultados de

su comparacién con la muestra menorquina.

En las figuras 5.29 - 5.31 se representa graficamente la
distribucién de las frecuencias TfCl, ch2 y TfC3, en los distintos

continentes.

B.1 Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones de la

Peninsula Ibérica

Los datos de que se dispone sobre poblacion peninsular

corresponden a tres muestras de la zona catalano-balear, a saber, Bar--
. Cl ce C3 .

celona, Gerona y. Menorca. Las frecuencias Tf ~, Tf y Tf de dichas

series son, en general, bastante similares.

Si se considera la homogeneidad del conjunto formado por
los tres grupos mencionados, no se aprecian diferencias significativas

(x?*=14.378; P = 0.20 - 0.10; 10 g.d.l.).
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En cambio, al comparar dichas muestras dos a dos mediante
el test de x?, se encuentra que Menorca difiere significativamente
de la serie de Barcelona, tal como se indica en el cuadro 5.15. Debido
a las exigencias de la regla de Cochran, para el cdlculo de los valores
x? que figuran en dicho cuadro, se han agrupado los siguientes fenoti-
pos: C1B con C2B, en todas las comparaciones, y C3C2 con C3 en la com-

paracién de Menorca con Gerona y Barcelona con Gerona.

Cuadro 5.15: Subtipos Tf. Test de homogeneidad entre diversas poblacio-

nes de la Peninsula Ibérica.

Barcelona 16.135 (6)
Gerona 2.600 (%) 3.867 (5)
Menorca Barcelona

Nivel de significacién 0.05, x? = 11.070, para’5 g.d.l.; x? = 12.592,

para 6 g.d.l.

B.2 Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterra-

neas y del Centro y Norte de Europa.

Los resultados correspondientes a ambas zonas geogréaficas

se han considerado conjuntamente debido a la relativa escasez de los

datos disponibles. Por otra parte, la mayor parte de los mismos proce-
Cc3

den de estudios en los que no se detecta el alelo Tf .

Cl .
Alelo TfCl.- Los valores del alelo Tf que figuran en

el cuadro 5.14 no son todos equivalentes, ya que como se ha mencionado

anteriormente en algunos casos representan la frecuencia conjunta de
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los alelos TfCl y cha. Del conjunto de las poblacicnes comparadas

88lo ocho series diferencian los productos de estos dos genes. Entre
estas poblaciones, las frecuencias de TfC1 oscilan entre 0.732 (Grecia
continental} y 0.842 (Isla de Alonissos, Grecia). E1 valor obtenido

C1

en la muestra menorquina (Tf = 0.762) resulta ser ligeramente bajo

en relacién a las poblaciones comparadas si bien queda incluido dentro

de la variabilidad europea (figura 5.32).

No se ha considerado la comparacidén con las poblaciones
en las que se ha detectado solamente TfCl y chg, dado que la variabi-
lidad de las mismas con respecto a los subtipos TfC es mas manifiesta

con las frecuencias de chz puesto que, en todos estos casos, estos

. . . . - . . 1
valores son independientes de la posible discriminacidén entre ch

y TfCB.

Alelo cha.

de TfC3 varian entre 0.003 (Alemania) y 0.082 (Isla de Alonissos, Gre-

- En las muestras consideradas, los valores

cia). Con es 14gico son poco relevantes desde el punto de vista cuanti-
tativo dentro del sistema Tf (figura 5.32).

La frecuencia de chs obtenida en la muestra de Menorca

(TfC3 = 0.070) resulta ser relativamente elevada en el conjunto de

las 8 series consideradas.

Alelo chz.- En los 19 grupos de poblacidén europea que

figuran en el cuadro 5.14, el rango de variacidn de TfC2 oscila entre
0.090 (Estocolmo, Suecia) y 0.208 (Bélgica), predominando, en general,

las frecuencias comprendidas entre 0.15 y 0.20 (figura 5.32).

El valor de ch2 encontrado en la Unica muestra norteafri-
cana de que disponemos (Tdnez, chz = 0.215) es ligeramente superior
al maximo europeo.

. ca . . . c2
La frecuencia Tf obtenida en la serie menorquina {(Tf =

= 0.184) es del mismo orden que las encontradas en otras poblaciones
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Figura 5.32: Distribucién de los alelos Tf ,

Cc3
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en diversas

poblaciones mediterréneas y del Centro y Norte de Europa.
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de la Peninsula Ibérica y de centrceuropa, quedando claramente incluido

dentro del rango de variacién europeo.

Comparacién estadistica en funcién de los subtipos TfC.-

Los resultados de la comparacidén entre la serie de Menorca y todas
las poblaciones indicadas en el cuadro 5.14, pone de manifiesto la
existencia de diferencias significativas con dos muestras del Norte
de Europa (Estocolmo y Finlandia), caracterizadas por bajas frecuencias
de TfCZ, y con la serie centroeuropea de Alemania que presenta el valor
minimo de TfC3. Asimismo, dentro del dmbito mediterréaneo cabe destacar

las diferencias con la isla de Alonissos (Grecia) y con Tdnez.

B.3 Distribucién mundial de los subtipos TfC

En la figura 5.33 se representan graficamente las amplitu-
des de variacién de los alelos Tf01, TfC2 y chs, correspondientes

a los distintos continentes.

En general los alelos Tf01 y TfC2 se presentan con frecuen-

cias polimdérficas en todas las poblaciones hasta ahora estudiadas,
siendo los valores de TfC1 siempre méas elevados que los de TfC2 {cuadro
5.14). Los otros alelos de subtipos TfC detectados (chs, TfC4, chs
y chs) muestran frecuencias muy bajas y parecen estar restringidos

a determinadas poblaciones con clara localizacién geogréfica.

La variacidén global de TfCl esta comprendida entre un valor
maximo de 0.955 (Naaru, Micronesia) y un minimo de 0.563 (Konda Kamma-

ra I, Sur de la India).

Con respecto a las poblaciones europeas, las frecuencias

d Cl - . . .
e Tf parecen ser, en general, mids altos en Oceania y més bajos en
Asia si bien las amplitudes de variacién de estos tres continentes

se hallan parcialmente superpuestas (figura 5.33).
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En relacién al alelo chz, la frecuencia més elevada 0.344)

se ha encontrado en los Soliga, una poblacidn tribal genéticamente
aislada del Sur de la India, mientras el valor de los Pigmeos (0.027)
es el mas bajo hallado hasta la fecha. Como muestra la figura 5,33,
el rango de variacidén mas amplio corresponde a las poblaciones asiati-
cas, entre las que, no obstante, se aprecia un claro predominio de
los valores chz superiores a los europeos. En Oceania, los Aborigenes
australianos, Melanesios y Micronesios se caracterizan por frecuencias

bajas de chz, inferiores a las de Europa.

El alelo TfC3 se encuentra presente con frecuencias poli-
morficas en Europa y en las poblaciones de la India (figura 5.32).
No se ha detectado en otros grupos asiaticos, Australia ni en Nueva
Guinea Papua, y s6lo esporaddicamente, (con valores inferiores al 1%)
en Negros americanos, Amerindios y algunas islas del Pacifico (cuadro
5.14). Ante esta distribucién particular de TfC3, Kamboh y Kirk (1983)
sugieren que dicho alelo podria ser un marcador especifico de europeos
o de grupos con influencia europea. En este sentido, la presencia de
cha en la India apoyaria la fuerte influencia caucasoide en estas

poblaciones.

La comparacién de los resultados de la muestra de Menorca
con los grupos poblaciocnales de otros continentes distintos del europeo
(cuadro 5.14) pone de manifiesto la existencia de diferencias signifi=-
cativas en la gran mayoria de los casos excepto con dos series de la

India y una muestra de chinos residentes en Hawaii.
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5.4 SISTEMA Gc

El sistema Gc esun grupo de proteinas correspondientes a
la fraccidn az—globulina del suero humano que muestran una variabilidad
genética de interés antropolégico. La aplicacién de la técnica de inmu-
noelectroforesis al estudio de las az—globulinas, condujo a Hirschfeld
en 1959 al descubrimiento de un polimorfismo proteico que denomind

"componente grupal especifico'" (group specific component) o grupo Ge.

La funcidén bioldgica de las proteinas del sistema Gc ha
sido durante mucho tiempo desconocida. Actualmente, a partir de 1las
investigaciones realizadas por Daiger et al., (1975) se considera que
el papel fundamental de dichas proteinas es el de fijarse a la vita-
mina D "in vivo". Este descubrimiento ha abierto nuevas perspectivas
para el estudio de la posible actuacién de la seleccidén natural sobre

los diferentes genotipos Gc.

5.4.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL SISTEMA Gc

Los conocimientos sobre la estructura bioquimica de las pro
teinas del sistema Gc son todavia muy escasos debido a las dificultades

existentes para su total purificaciédn.

Los resultados sobre la composicidén quimica revelan que
la molécula de Gc es una glucoproteina constituida por: 2 % de hexosas,
2 % de hexosamina y una fraccidén proteica del 96 %, siendo su peso

molecular de aproximadamente 50000 daltons.

Mediante técnicas inmunoclégicas y electroforéticas se ha
llegado a considerar que los componentes moleculares de las proteinas

Gc estidn formados cada uno de ellos por subunidades muy similares o

idénticas (homodimeros).

El sistema Gc presenta distintas variantes que difieren
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en carga eléctrica y, por tanto, son identificables por electroforesis.
La variabilidad electroforética del Gc se manifiesta en tres fenotipos
comunes: Gcl-1l, Ge2-1 y Gec2-2. Los métodos clésicos para la clasifica-
cién del Gc han sido la inmunoelectroforesis y la electroforesis en

gel de almiddén o poliacrilamida.

Mediante inmunoelectroforesis (Hirschfeld et al., 1960),
el fenotipo Gecl-1 se caracteriza por un solo arco de precipitacién
en posicién méds anddica; el Gc2-2, también por un solo arco pero en
posicidén mas catddica; y el fenotipo Gec2-1 muestra dos arcos cuyas
posiciones se corresponden con las de los dos tipos anteriores (figura

5- 34) .

~— Ge 1-1

reserva de antisuero

W Ge 2-1

N~ Gec 2-2

Figura 5.34: Arcos de precipitacién de los tres fenotipos comunes del

sistema Gc, por inmunocelectroforesis.

Estas variantes electroforéticas se atribuyen a la presen-
cia de dos clases de moléculas con diferente movilidad; una que corres-
ponde a la posicién del arco Gel-1 y otra a la del Ge2-2. Se ha compro
bado que el Gc2-1 estéd formado por Gel-1 y Gec2-2, ya que al mezclar
volimenes iguales de estos dos sueros, resulta un fenotipo idéntico

al Ge2-1.
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Mediante electroforesis en gel de almidén o acrilamida

se obtiene un patrdén de bandas que se esquematiza en la figura 5.35.

+ ..
Albdmina
\BAREINNNY ATTANRIARANY
st (ANERRNTRY| Ge

- Ty
Ge 1-1 Ge 2-1 Ge 2-2

Figura 5.35: Esquema de los fenotipos comunes Gc en electroforesis

con gel de poliacrilamida (Kitchin y Bearn, 1966).

Los fenotipos Gcl-1 y Gec2-2 constan de dos bandas y el
Ge2-1 de tres. Esta heterogeneidad electroforética se interpreta como
que cada uno de los fenotipos Gecl-1 y Gec2-2 estan constituidos por
dos componentes homodiméricos uno de los cuales es comin a ambos feno-

tipos (figura 5.36).

aa aa
88 BB memrren 88 —————
a'a’ a'a’
Ge 1-1 Ge 2-1 Gec 2-2

Figura 5.36: Esquema dimérico de las moléculas Gc (segin Jorgensen et al.

1980).
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5.4.2. POLIMORFISMO GENETICO DEL SISTEMA Gc

Con respecto al determinismo genético, los estudios
familiares han demostrado que los tres fenotipos Gc se hallan bajo
el control de dos alelos codominantes Gc1 y G02 pertenecientes a
un locus asignado al cromosoma 4 humano (Mikkelsen et al. 1977).
Las combinaciones fenotipicas Gel-1, Gec2-1 y Ge2-2, se corresponden

respectivamente con los genotipos Gchcl, Gch02 y Gc2G02.

Variantes del sistema Gc.

Ademéas de los tres fenotipos mencionados, se han descubier-
to otras variantes de frecuencia muy baja, algunas de las cuales
presentan una 1localizacidn geografica muy concreta. Todas estas

variantes parecen estar controladas por alelos raros del mismo locus.

En general, la descripcidén de variantes nuevas ha ido
paralela con los avances metodolégicos de las técnicas electroforéti-

cas.

Con el método original de la inmunoelectroforesis en gel
de agar (Hirschfeld,1959), ademds de los tres fenotipos Gc comunes,
se han descrito las variantes GecX, GcY/Aborigen, GcChippewa, GeZ,

GcNoruega y Gc'"Eskimo'.

La introduccién de la electroforesis en geles de almiddn
o poliacrilamida (Parker et al.,1963, Kitchin 1965) permitidé la identi-

ficacién de una nueva variante GcBangkok.
Asimismo, con técnicas de electroforesis combinadas con
inmunoelectroforesis se ha demostrado la existencia de las variantes

GeD, GeW, GeJ, GecOp. y GeT.

La aplicacién de la electroforesis en agarosa seguida de
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inmunofijacidén (Alper y Johnson, 1969) supuso un gran avance ya que
permite la diferenciacidén de todas las variantes Gc ya mencionadas

¥y la caracterizacién de otra variante nueva GcB.

Subtipos Gc

El alto poder de resolucién de las técnicas de isoelectro-
enfoque ha demostrado que el fenotipo clésico Gcl-1 puede diferenciarse
en tres subtipos GclF-1F, GeclF-1S y GclS-1S, confirmandose asimismo
la existencia de los subtipos Gc2-1F y Gc2-1S dentro del fenotipo clé-
sico Gec2-1. Estos subtipos estan condicionados por dos variantes aléli-

cas Gch y Gc1s del gen Gcl.

Los estudios poblacionales existentes hasta ahora demues-
tran que los alelos GclS y Gch presentan frecuencias apreciables en
todos los grupos raciales, de ahi su interés en genética de poblaciones

humanas.

1S

F 2 .
Considerando los tres alelos Gcl , Gc y Gec, el numero

de fenotipos comunes del sistema Gc se amplia de tres a seis, cuyos

patrones electroforéticos estin esquematizados en la figura 5.37.

— _ ?
—_—— — I.E.F.
1S 1RI1S 1F 2-1S 2-1F 2 ©

Figura 5.37: Esquema de los subtipos comunes del Gc en isoelectroen-

foque.

Asimismo, la aplicacién de la técnica de isoelectroenfoque
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y métodos que utilizan geles de poliacrilamida con urea 3M ha permitido
la identificacidén de nuevas variantes mutantes de baja frecuencia,
de tal modo que, en la actualidad, el numero de alelos raros detectados
sobrepasa los ochenta (Constans y Cleve,1979, Cleve et al.,1981, Dykes
y Polesky,1982, Constans et al.,1983). Ante la creciente complejidad
del sistema Gc, en el primer congreso internacional sobre el Componente
Grupal Especifico (Gc) celebrado en Paris en 1978, se adoptaron unos
criterios generales de nomenclatura sistemdtica para las variantes
de esta proteina basados en su punto isoceléctrico (Constans y Cleve,
1979). En el cuadro 5.16 se presenta la correspondencia entre la nomen-
clatura cléasica y la moderna para algunas de estas variantes raras
de Gc. La representacidén esquemidtica de la movilidad en isoelectroen-

foque de los tipos comunes y de algunas de estas variantes se indica

en la figura 5.38.

2-1F
1AS
1A8
1A7
1A6
1AS
1A4
1A3
1A2
1F
1A1
1S
1C
1C2
1C3
1Cae
1C5
icé
1C7
ics
1ce
1C10
2A6
2A5
2A4
2A3
2A2
2A1
2

Figura 5.38: Representacién esquemdtica de diversos fenotipos Gc obte-

nidos por isoelectroenfoque (segin Constans y Cleve, 1979).
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Cuadro 5.16: Relacién entre la antigua nomenclatura y la nueva, para

algunas variantes del sistema Gc.

Nueva Designacidn Procedencia

nomenclatura antigua de las muestras

1Al Gc Ab. Aborigenes Aust.,Banti, Pigme.
1A2 Gec Or.,GcJ,0MS25 Chinos, Usa, Japoneses

1A3 OMS6,0MS22,GeN Japoneses, Negritos (Filip.)
1A4 GecIgl,GeY,Gec Esk. Esquimales, Japoneses

1A5 GcV2 Alemania

1C1 GeT Francia

1c2 OMS1 Japoneses

1C3 Gch,GclB Alemania, Fula (Senegal)

1C4 oMs21 Japoneses

1C5 Gc Bagnére Donantes (no informacién)
2A1 Ge2C Nigeria

2A2 GcOp1 Checoslovaquia

2A3 Gc2A Pigmeos

2A4

2A5 GcV3,G02B Drusos (Israel), Fula (Seneg.)
2C1 Ge2D Pirineos

2C2 GeZ Alemania, Dinamarca

2C3 | Alemania

2C4 Armenios

2cs Suecia

Una relacién completa de las variantes Gc puede encontrarse en Constans

y Cleve (1979), Cleve et al.,(1981) y Constans et al.,(1983).
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5.4.3. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DEL Gc

Las proteinas Gc se sintetizan en el higado, iniciandose
su sintesis entre la décima y decimotercera semana del desarrollo in-
trauterinoe. Su concentracidén en el suero se ha estimado entre 0.4 y
0.7 mg/ml, observandose un descenso de la misma en ciertas dolencias
hepaticas y un incremento durante la gestacidén. Ademads del suero se
halla también presente en otros liquidos organicos como el ascitico,

cefalorraquideo y orina.

Estas proteinas pueden ser identificadas en sangre desecada
durante unos dos meses (Prokop, 1970) dada su gran estabilidad frente

a temperaturas comprendidas entre la ambiental y bajo O.

Con respecto a su papel fisioldégico, en 1975 Daiger et
al. demostraron que la proteina Gc es en realidad la aé~globulina a
la que se asocia la vitamina D circulante. Utilizando vitamina D3 mar-
cada radiactivamente pudieron comprobar mediante electroforesis e inmu-
noelectroforesis que las bandas de radiactividad aparecian en la misma
posicién que las de Gc. Tal como se ha indicado anteriormente esta
proteina fija a las vitaminas D (formas 02 y D3) y a las formas metabsl-

licas mas activas: 25-hidroxivitamin D y la,25-dihidroxivitamin D.

5.4.4. RELACION DEL SISTEMA Gc CON OTROS SISTEMAS SANGUINEOS

Los estudios realizados sobre posibles asociaciones entre
las variantes Gec y las de otros sistemas sanguines indican que el sis-
tema Gc es genéticamente independiente en todos los casos excepto en
el de la albimina. A este respecto, se ha detectado que el locus Gc
y el locus estructural para la albimina estan estrechamente ligados,
con un porcentaje de recombinacién del 2-3%. Este hecho ha llevado
a sugerir que ambos loci, el del Gc y el de la albumina, habrian apare-

cido por duplicacién génica (Jdrgensen et al., 1980).
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5.4.5, RELACION DEL SISTEMA Gc CON ENFERMEDADES

Los datos existentes sobre la relacién entre los grupos
Gc y diversas enfermedades, s6lo revelan asociaciones estadisticamente
significativas en algunos casos. Asi por ej., en la lepra se ha encon-
un exceso significativo del fenotipo Gecl-1, mientras que en la psoria-
sis este fenotipo aparece significativamente disminuido. Asimismo,
en pacientes con neurodermatitis se ha observado un incremento discre-

tamente significativo de este mismo fenotipo.

5.4.6. SIGNIFICADO ADAPTATIVO DEL SISTEMA Gc

A partir de los datos poblacionales, Mourant et al.(1976
b) han sugerido la existencia de una posible relacidn entre la distri-
bucién geografica de los alelos Gc y los niveles de insolacién en el

planeta.

En general, las frecuencias mas bajas de Gc2 corresponden
a zonas de elevada insolacién. Este hecho se podria explicar por la
actuacién de la seleccidn natural, en el sentido de que la proteina
Ge-2 seria més eficiente que la Ge-1 en la fijacién de la vitamina
D y, por tanto, en la prevencién del raquitismo. Esta vitamina se sin-
tetiza en la dermis por fotoconversién del 7-dehidrocolesterol induci-
da por la radiacidén ultravioleta y es esencial para una correcta mine-

ralizacién del esqueleto y para el crecimiento normal.

De acuerdo con esto, se podria interpretar la variabilidad
del sistema Gc desde el punto de vista de la seleccién natural. El
alelo Gcz, que podria ser mds eficiente en la fijacién de la vitamina
D (Mourant et al., 1976), estaria favorecido en las zonas de poca ra-—
diacién UV. Por el contrario, las mayores frecuencias de G¢~ se espera-—

rian en zonas de elevada insolacidn, como parecen indicar los resulta-

dos poblacionales existentes relativos a este sistema.
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5.4,7. METODOLOGIA

A. Métodos de Laboratorio

Para la determinacién de los subtipos de Gec se ha utilizado
la técnica de isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida (PAGIF) segui-

da de inmunofijacidén {Constans et al., 1978a).

A.1, Isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida

Las soluciones empleadas son las mismas que las indicadas

para el sistema transferrina (pag. 541).

Los geles, con unas dimensiones de 12 x 24 x 0.1 cm, se
prepararon segun el procedimiento descrito anteriormente (pag. 542 ).

La composicidn del gel fue la siguiente:

Solucién de sorbitol(al 23 %) 22 ml
Solucién de acrilamida (al 29.1 %) 6 ml
Solucién de bisacrilamida (al 0.9 %) 6 . ml
Anfolina (LKB) pH 4-6 0.8 ml
Farmalita (Pharmacia) pH 4-6.5 0.3 ml
Riboflavina (al 0.004 %) 0.25 ml

La polimerizacibén de los geles, catalizada por la ribofla-
vina, fue favorecida mediante la exposicidén de los mismos a la luz

fluorescente durante toda la noche.

Las muestras de suero fueron aplicadas sobre la superficie
del gel mediante recténgulos (0.5 x 0.3 cm) de papel Beckman n? 320046.
Estos rectangulos, impregnados con las muestras de suero fueron depo-
sitados sobre el gel a 7 cm del extremo anddico, y se retiraron al

cabo de la primera hora de migracién.
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El contacto con los electrodos de la cubeta con el gel
se establecié con tiras de papel Whatman n® 17 (24 x 0.5 cm) empapados
en H3P04 1M (&nodo) y NaOH 0.2M (cé&todo), colocados sobre los extremos

del gel y distantes entre si 10 cm.

La migracidén electroforética se llevd a cabo situando el
gel sobre una placa refrigerada a 102C durante un tiempo aproximado
de 5 horas. Las condiciones eléctricas fueron fijadas de acuerdo con
los siguientes maximos:

1200 Vv

20 mA

15w

En el inicio de la migracidén, el factor limitante fue el
miliamperaje (700 V, 20 mA, 14 W), alcanzéndose el voltaje maximo
(1200 V) antes de finalizar la primera hora. Como control de la energia
eléctrica necesaria para el enfoque de los subtipos de Geo se utilizé
un Volt-Integrator (Pharmacia), registréndose una cantidad de 5500

voltios~hora.

A.2. Inmunofijacidn

Finalizado el tiempo de migracidén, se procedié a la inmuno-

fijacién de las proteinas Gc utilizando suero especifico anti-Gec (DA-

KO).

Para ello, una membrana de acetato de celulosa (Millipore
IPKS ESWP 0.05) de 24 x 4 cm fue empapada con 0.5 ml de suero anti-Gec
previamente diluido 1:4 en agua destilada. Posteriormente se dejoé secar

la tira de acetato de celulosa a temperatura ambiente durante aproxima-

damente 30 minutos. Una vez seca, se colocé sobre el gel en la zona

donde se enfocan las proteinas Gec (a unos 2 cm del extremo anédico),

durante 1.5 minutos. Pasado este tiempo, se retira la membrana y se

deja sumergida en suero fisiolégico durante unas 12 horas. Posterior-

mente, se procede a la tincién de las proteinas Gc. Para ello las tiras
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se sumergen en una solucién de azul de Coomassie al 0.1 % (pag. 542)
durante 5 minutos y a continuacién en solucién decolorante (pag.
541) para eliminar el exceso de colorante. Los subtipos Gc quedan dife-

renciados como bandas de color azul intenso sobre un fondo blanco
(fig.5.39).

B. Métodos estadisticos.

Dada la relacidén de codominancia existente entre los dis-
tintos alelos del sistema Tf, el célculo de las frecuencias génicas
se ha efectuado segin el método del '"recuento de genes'", aplicando

las férmulas indicadas en la pagina 18.
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Figura 5.39: Subtipos de Gc mediante PAGIF seguido de inmunofijaciédn.






5.4.8. RESULTADOS

En el cuadro 5.17 se presentan los resultados obtenidos

para el sistema Gc en la serie de Menorca. En é1 figuran los valores

fenotipicos, asi como las frecuencias génicas con sus desviaciones

tipic

radas mediante el test de 2,

as.

La comparacién de las frecuencias observadas con las

espe-

revela una alta concordancia entre 1las

mismas, por lo cual puede admitirse que la muestra estudiada se halla

en equilibrio genético segin la hipétesis de Hardy-Weinberg.

Cuadro 5.17

: Frecuencias de tipos y subtipos Gc en Menorca.

2
Tipos Obs. Esp. X2 Subtipos Obs. Esp. X
1-1 200 200.21 0.0002 1F-1F’ 8 5.47 1.1713
1F-18 50 55.24 0.4981
15-1S 142 139.51 0.0445
2-1 199 198.56 0.0010 2-1F 33 32.82 0.0010
2-1S 166 165.74 0.0004
2-2 49 49.23 0.0011 2-2 49 49,22 0.0010
Total 448 448.00 0.0023** 448 448,00 1.7163*
Frecuencias alélicas
Gcl 0.6685 + 0.0157 0.1105 =+ - 0.0105
0.5580 + 0.0166
Gc2 0.3315 + 0.0157 0.3315 + 0.0157
* X°- 1.7163, P = 0.70-0.50, para 3 g.d.l.
** X2= 0.0023, P = 0.98-0.95, para 1 g.d.1l.

- 591 -



5.4.9. COMPARACIONES

La comparacidén de las frecuencias del sistema Gc entre
la serie menorquina y otras poblaciones, se ha llevado a cabo conside-

rando los tipos y subtipos, por separado.

A. Tipos Gc

Los tipos Gc han sido estudiados en gran nimero de grupos
poblacionales, por lo que la distribucidén mundial de los genes Gc
y Gc2 es, en la actualidad, bien conocida (Mourant et al., 1976; Jor-
gensen et al., 1980; Tills et al., 1983). Por este motivo, el estudio
comparativo se ha restringido a diversas poblaciones del Mediterréneo
y del Centro y Norte de Europa. Las frecuencias fenotipicas y génicas
correspondientes a dichas poblaciones se indican en el cuadro 5.18
incluyéndose asimismo, los resultados de la comparacidén de cada una

de ellas con la serie de Menorca.

De acuerdo con el esquema general seguido en este trabajo,
se comentan a continuacién los resultados obtenidos en Menorca con
respecto a otros grupos de la Peninsula Ibérica, del area mediterranea

y del Centro y Norte de Europa.

A.1. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones de la

Penfisula Ibérica

En 1la figura 5.40 se muestra la reparticién geografica
de las frecuencias de Gcl, correspondientes a las series espafiolas
y portuguesas que estdn incluidas en el cuadro 5.18. Como es légico,
no se indican las frecuencias de Gc2 dado que son complementarias con

respecto a los de Gcl.
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Figura 5.40: Distribucidn del alelo Gcl en la Peninsula Ibérica.

En estas poblaciones, la variacién del alelo Gcl esta com-
prendida entre 0.620 en Andalucia y 0.775 en la Meseta Central. Esta
frecuencia extrema de la 2zona centro es la que queda relativamente

méds separada dentro del conjunto de valores peninsulares, ya que ningu-

no de los restantes llega a 0.72.

El anadlisis de la homogeneidad de las diez muestras espafio-
pone de manifiesto la existencia de una

acusada heterogeneidad entre las mismas (x*= 46.017; P<0.001; 18 g.d.

1.). La inclusién de las dos muestras portuguesas también da como re-

las, mediante el test de x?,

sultado diferencias significativas (x?= 85.845; P<0.001; 22 g.d.l.).

A partir de los resultados del test de homogeneidad obteni-

dos para las muestras espafiolas y portuguesas, comparadas dos a dos
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(cuadro 5.19), se observar que:

Cuadro 5 19

- la serie de Menorca sdlo difiere significativamente con
las muestras que presentan los valores mas elevados de
Gcl dentro de la Peninsula Ibérica (Meseta Central y los

dos grupos de Portugal).

- se confirma la posicidén extrema de la serie de la Meseta
Central ya que presenta diferencias estadisticas con todos
los grupos comparados excepto con el de Canarias.

- diferencias significativas entre

se aprecian, asimismo,

destacando las de Andalucia, Galicia
(1969)

con mads del 50 % de las series comparadas.

diversas muestras,

(1982) y Portugal que difieren significativamente

: Gc. Test de homogeneidad entre distintas series espafiolas.

Andalucia

Barcelona (1982)

Barcelona (1983)

Canarias

Galicia (1973)

Galicia (1982)

Gerona

Meseta Central

Vascos

4,692

2.087 1,337

0.917 8,080 5.473

2.844 7.399 4.789 2.421

4.319 0.534 0. 906 7.809 5.411

1.582 9,472 6.880 0. 445 1.418 8.500

0.548 6.985 4.206 0.094 1.969 6.367 0.234
14,296 23,083 22.013 9.681 3.12% 21.100 8.557 9.668

1.262 8.359 5.753 0.055 2.483 8.096 0.522 0.250 8.652
Menorca Andalu Barcelo Barcelo Canarias Galicia Galicia Gerona Meseta

cia ~ na (1983 na (1983 (1973)  (1982) Central

Nivel de signifi

cacién 0,05, para 2 g.1., X%= 5.991.
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A.2. Comparacidn de la serie de Menorca con otras poblaciones del Medi-

terradneo y del Centro y Norte de Europa.

En la cuenca mediterrédnea (fig.5.41) el alelo Gcl oscila
entre 0.552 (Baréges, Pirineos) y 0.984 (Tuareg, Argelia). En general,
las frecuencias mas bajas de Gc1 (< 0.70) corresponden a algunas series
de los Pirineos y de la Peninsula Ibériﬁa, mientras que los valores

mas elevados (> 0.80) se presentan en los grupos norteafricanos.

. R . . 1
La frecuencia obtenida en la serie menorquina (Gc™ = 0.669)
estid incluida dentro del rango de variacidén mediterraneo, siendo parti-
cularmente similar a las encontradas en varios grupos del Mediterréneo

Occidental.

En el Centro y Norte de Europa (fig.5.42) el rango de va-
riacidén de Gc1 estd comprendido entre 0.663 (Polonia) y 0.813 (Lapones
de Finlandia), presentando la mayor parte de las poblaciones comparadas

valores situados entre 0.70 y 0.77.

La comparacién mediante el test de x?, de la serie menor-
quina con las poblaciones de los dos grandes grupos considerados (cua-

dro 5.18) pone de manifiesto que:

- dentro del A&rea mediterrdnea se aprecian diferencias
significativas con diversas muestras, encontréandose las
mayores discrepancias con gran parte de las series nortea-

fricanas.

- con respecto al Centro y Norte de Europa, la serie de
Menorca difiere significativamente de todas las series

escandinavas y de un buen nimero de poblaciones centroeuro-

peas.
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B. Subtipos Gc

En los cuadros 5.20 y 5.21 se muestran respectivamente
las frecuencias fenotipicas y génicas de los subtipos comunes de Gc
en diversas poblaciones agrupadas por continentes. En el cuadro 5.21
se incluyen también los valores de la relacidn GclS/Gcl que expresa
la proporcifén relativa de Gch y Gc1S dentro del gen Gcl. Asimismo,

se indican los resultados X? de la comparacién entre la serie menorqui-

na y otras poblaciones.

B.1l Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones de la

Peninsula Ibérica

Los datos peninsulares de que se dispone perteneceh a tres
series, una de Barcelona, otra de Gerona y la muestra objeto del pre-
sente estudio. Estas poblaciones presentan entre si frecuencias muy
similares para los alelos Gch, Gcls N Gc2, observandose los siguientes

rangos de variacidn:

Gch: 0.111 (Menorca) 0.137 (Barcelona)
18

Ge T 0.551 (Barcelona) 0.558 {Menorca)

Gcz: 0.316 (Barcelona, Gerona) 0.331 (Menorca)

Si se analiza, mediante el test de x? , la homogeneidad
da la serie global formada por las tres muestras mencionadas, no se
encuentran diferencias significativas {(x? = 8.745; P = 0.70-0.50; 10
g.d.l.). Asimismo, se aprecia homogeneidad al comparar dos a dos dichos

grupos (cuadro 5.22), lo cual confirma la uniformidad de dichas pobla-

ciones.
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Cuadro 5.22: Subtipos Gc. Test de homogeneidad entre distintas pobla-

ciones de la Peninsula Ibérica.

Barcelona 7.936
Gerona 4.880 0.337
Menorca Barcelona

Nivel de significacién 0.05, x? = 11.070, para 5 g.d.l.

B.2 Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones del Medi-

terrdneo y del Centro y Norte de Europa

Las figuras 5.43, 5.44 y 5.45 presentan respectivamente

la distribucidén de los alelos Gch, Gcls y Gcz. En cada una de ellas

se han incluido los valores correspondientes a ambas zonas geograficas

debido a los pocos datos de que se dispone sobre poblaciones de la

cuenca sur del Mediterréneo.

Los valores de Gch, Gcls y Gc2 en las poblaciones medite-

rraneas, permiten una divisién de las mismas en dos grupos siguiendo
un doble criterio, uno de tipo geogréfico y otro de similitud de fre-

cuencias génicas:

a.- El primer grupo estaria formado por las poblaciones
del Mediterrénec noroccidental (Peninsula Ibérica, Sur
de Francia, e Italia) donde los margenes de variacidn de

las frecuencias alélicas estén comprendidas entre:

e 0.060 -- 0.157
6cS:  0.479 -- 0.601
GeZ @ 0.251 -- 0.410
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b.- El segundo grupo lo constituirian las series de Israel

y de Tdnez, que, si bien son distintas geograficamente,

presentan valores de Gch, Gc1S y G02 muy similares:
eclf:  0.223 - o0.258
B eel®:  o0.529 - 0.544
‘ Ge® : 0.213 -- 0.231

Ambos grupos de poblaciones difieren entre si en los valo-

F

res de Gcl y de Gcz, caracterizéndose el primero de ellos por presen-

tar frecuencias notablemente més bajas de Gch y ligeramente mas eleva-

das de Gc2.

Con respecto a las poblaciones del Centro y Norte de Euro-
pa, los grupos estudiados muestran valores méas uniformes cuyos méargenes

de variacidn son los siguientes:

Gch: 0.107 -~ 0.202
Gcls: 0.543 --  0.827
Gc2 : 0.241 -~ 0.290

En general, estos rangos estédn imbricados con los encontra-

dos en las poblaciones mediterraneas anteriormente consideradas, con

la salvedad de que las frecuencias centroeuropeas de G¢ muestran,

en conjunto, menor variabilidad que la de los grupos del Mediterréneo.

. 1F
Los resultados obtenidos en la serie de Menorca (Gc™ =

= 0,111, Gcls= 0.558 y Gc2= 0.331) revelan, en general, una mayor afi-
nidad con el primer grupo de poblaciones mediterrdneas (Peninsula Ibé-
rica, Sur de Francia e Italia). Con respecto a las muestras del Centro
y Norte de Europa, las frecuencias de la serie de Menorca pueden consi-
derarse del mismo orden que los extremos de la variabilidad observada

1F 18
en dichas poblaciones, sobre todo para los genes Gc y Ge .

. £ i
La comparacién de las frecuencias fenotipicas entre %Fa)N

e %
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muestra de Menorca y todas las poblaciones hasta ahora consideradas

(cuadro 5.21) pone de manifiesto que las diferencias estadisticas
mads acusadas se presentan con las series de TGnez e Israel. Asimismo,
se aprecian diferencias significativas con grupos aislados de Medite-
rraneo noroccidental como la serie de Roma y tres de los Pirineos,

que precisamente muestran frecuencias génicas extremas.
Con relacién a otros grupos del Centro y Norte de Europa,

Menorca difiere significativamente con Dinamarca, Islandia y tres se-

ries centroeuropeas (Marburg, Minchen y Lille).

B.3 Reparticidén mundial de los subtipos de Gc

~

La distribucidén mundial de 1las frecuencias Gch,Gclb y
G02 correspondientes a las poblaciones a las poblaciones que figuran
en el cuadro 5.21, se muestran respectivamente en las figuras 5.46,

5.47 y 5.48.

AFRICA

En el Africa, exceptuando la serie tunecina (pag. 615 ),
las frecuencias de Gch(O.315—O.835) son notablemente més altas que
las europeas. Por otra parte, se aprecia un incremento de las mismas

desde el norte hacia la zona ecuatorial, donde se encuentra el valor

més elevado descrito hasta la fecha.

Los valores africanos de GclS son notablemente mas altos
en los grupos de la mitad septentrional del continente (0.358-0.677)
que en las poblaciones del Africa central (0.091-0.243),.

La variacién conjunta de Gch y GclS dentro del gen Gcl,

que viene expresada por la razén GclS/Gc1 (pag. 602), permite distinguir

en el continente africanc los siguientes grupos:

-~ 616 -
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a.- Las muestras del norte del Sahara (Bereberes, Harra-
tins) y del Africa Oriental (Djibouti) con valores GclS/Gcl

= 0.50, que indican que las frecuencias de Gch son simila-
13
res a las de Ge¢ .

b.- Los Tuareg en los que el valor de la relacidn GclS/Gcl

es superior a 0.50, es decir, que las frecuencias de Gcls

son superiores a las de Gch.
c.- Las series centroafricanas donde la razdén GclS/Gc1
es claramente inferior a 0.50, pone de manifiesto que las

frecuencias de Gch son notablemente mé&s altas que las

de Gcls.

Con respecto al alelo Gc2, las poblaciones africanas se

caracterizan por presentar valores bajos, generalmente inferiores a

0.20.

Ge

1F

y Ge

1S

ASIA

En el continente asidtico, la reparticidén de los alelos

permite distinguir los siguientes grupos:

a.~ Las series de Oriente Medio y de la India que muestran

frecuencias de Gch (0.144-0.270) més bajas que las de

GC1S

alelos son muy parecidos a los europeos, con la salvedad

(0.519-0.629), GclS/Gcl> 0.50. Los valores de ambos

de que los méaximos de Gch son mas elevados en estas pobla-
ciones asiaticas.

b.- Los mongdélidos del Extremo Oriente presentan frecuen-
cias de Gch (0.421-0.795) que pueden ser consideradas
de las mas altas a nivel mundial junto con las de algunas
poblaciones africanas. Dichos valores son claramente supe-
riores a los de GclS (0.149-0.294); GclS/Gcl< 0.50.

c.— La udnica muestra del Tibet de que se dispone tiene

F

valores de Gcl (0.364) y GclS (0.376) muy similares entre

- 620 -



. 1s,, 1 . .
si (Ge™7/Ge” = 0.50), siendo de una magnitud intermedia
entre los rangos de variacidn correspondientes a los dos

grupos anteriores.

Las frecuencias de Gc2 en Asia muestran una notable disper-
sién (0.056-0.316) correspondiendo los valores mas bajos a las series
de Malasia y a ciertos grupos de Oriente Medio. Al igual que ocurre

en Africa, este alelo no presenta ninguna distribucidn particular en

el continente asiético.

AMERICA

En el continente americanc se dispone de datos sobre mues-

tras de poblacidn de tres tipos raciales distintos: caucasoides, négri-

dos y amerindios.

Las frecuencias de los subtipos Gc en las series caucasoi-
des americanas son del mismo orden que las observadas en poblaciones
europeas. Los negros americanos, en general, presentan valores situados

dentro del rango de variacién del Africa sudsahariana, diferenciéndose

ligeramente las poblaciones négridas del Caribe, con frecuencias de

Gcls ¥y de Gc2 mis elevadas, posiblemente debido al mayor mestizaje

de estas poblaciones.

Los amerindios muestran una considerable dispersidén para

1S 2
los tres alelos (Gch: 0.105~-0.449; Gec™": 0.290-0.669; Gc : 0.036~
F

. - . 1
0.379). Dentro de estas poblaciones, las frecuencias mas bajas de Gc

y las mas elevadas de Gec~ se encuentran entre los grupos de América

del Sur.

B.3.1 Variantes alélicas raras del sistema Ge

Como ya se ha comentado en la introduccidn de este sistema,

- 621 -
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ademds de los tres alelos principales, en la actualidad se han descrito
mds de cchenta variantes cuyas frecuencias son muy bajas (< 0.01).
Algunos de estos mutantes raros parecen mostrar una limitada distribu-
cién geografica o estar restringidos a determinados grupos poblaciona-

les (Constans et al., 1985).

A titulo informativo, en el cuadro 5.23 se indican las
frecuencias de los alelos raros detectados en las diversas muestras

consideradas.

Cabe sefialar que en la mayoria de las series africanas,
en los grupos de negros americanos, en esquimales y en algunas muestras
de amerindios la proporcidén de variantes raras de Gc supera el 1 %.
Entre estas poblaciones destacan los dos grupos de Pigmeos con una

frecuencia relativamente elevada de la variante GCZAS.

B.3.2 Representacién grafica de las poblaciones de los

distintos continentes en funcién de las frecuencias

Gch, GclS y Gc2

Utilizando el métodp del tridngulo equilidtero, se represen-
tan en la figura 5.49, las poblaciones incluidas en el cuadro 5.21.
Esta figura ilustra de una manera grafica la diferenciacién de los
distintos grupos raciales en funcién de los alelos Gch, Gc1S y Gcz,

y con ello, el interés antropoldégico de los subtipos de Gc.

Dado que el método empleado requiere que la suma de las
tres variables sea igual a la unidad, se han estimado las frecuencias
de Gch, Gc1S y Gcz, prescindiendo de los tipos raros, hecho que por
otra parte, supone correcciones minimas debido a las bajas frecuencias

con que generalmente se presentan dichos fenotipos.
La mayoria de las poblaciones europeas se encuentran muy
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agrupadas en la parte izquierda de la figura donde, curiosamente, tam-

bién quedan incluidas las muestras de la India.

Solamente unas pocas

poblaciones europeas, que corresponden a muestras pirenaicas, se hallan

ligeramente separadas de la parte superior de este nicleo principal.

% Poblaciones europeas
O Africa nordsahariana
# Négridos

% Oriente Medio

A India

A Extremo Oriente

¥ Amerindios

% Menorca

Figura 5.49: Distribucién poblacional

1S5 2

Ge y Ge .

. F
segin las frecuencias de Gcl .

Las series de Oriente Medio se hallan dispersas en la zona

inferior del nucleo europeo.



Los négridos, en general, estan distribuidos de una forma
mas o menos longitudinal en la parte inferior derecha de la figura.
Dentro de esta zona cabe sefialar que los negros africanos y norteameri-
canos quedan situados en la mitad derecha del area, mientras que los
negros del Caribe se hallan en el extremoc opuesto. Esta distribpcién
particular de los negros americanos podria ser un reflejo de que las
barreras raciales han sido mas importantes en Norteamérica que en las

islas del Caribe.

Las muestras poco numerosas del Sahara y de los Djibouti
muestran una posicidén muy dispersa cerca de la base del tridngulo.
La serie tunecina esta relativamente préxima al nlcleo de poblaciones
europeas, reflejando la mayor afinidad de dicha serie con estas pobla-

ciones que con el resto de poblaciones del continente africano.

Los mongélidos del Extremo Oriente asiatico forman una
agrupacién mas bien amplia en la parte superior derecha del triangulo.
Esta agrupacién estd parcialmente superpuesta con la de los négridos,

pero su densidad mixima se sitda por encima de la de estos Gltimos.

Los amerindios muestran una distribucién muy dispersa,

estando situados la mayorialde ellos en la zona inferior de la figura.



5.5 SISTEMA Pi (a,-ANTITRIPSINA)

La o,-antitripsina (a,AT) es una glucoproteina que compren-
de la mayor parte de la fraccién sérica o,-globina, y responsable de
aproximadamente un 80-90 % de la capacidad inhibidora de las proteasas
del suero humano. En general, el término '"protease inhibitor" se aplica
a un conjunto de proteinas séricas que tienen la propiedad de inhibir
la actividad de diversos enzimas proteoliticos tales como la tripsina,
plasmina, trombina, etc. Los inhibidores de proteasas mejor conocidos

corresponden a las fncciones o, y a,-globulina del suero.

La denominacidén de "a,-antitripsina" fue propuesta por
Schultze et al. (1962) al comprobarse que dicha proteina es el princi-
pal inhibidor sérico de la tripsina. Poco después, las investigaciones
electroforéticas (Laurell y Erikson, 1963; Fagerhol y Braend, 1965)
pusieron de manifiesto la existencia de variaciones genéticas en el
sistema a,-AT, siendo elegido el simbolo Pi para designar al polimor-

fismo a,-AT, ya que responde a una descripcidén més precisa de su fun-

cién.

A lo largo de los Ultimos quince afios se ha incrementado
notablemente el nidmero de estudios realizados sobre el sistema Pi.
Una de las razones del interés suscitado por esta proteina estriba
en las asociaciones entre determinadas variantes Pi y ciertos estados
patolégicos, aspecto que serd tratado detalladamente mas adelante.
Por otro lado, la aplicacién de técnicas electroforéticas de alta reso-
lucién ha llevado a la descripcién de més de cincuenta variantes aléli-

cas en dicho sistema. Algunas de éstas son polimérficas en diversos

grupos étnicos, por lo que constituye un buen marcador en genética

de poblaciones humanas. Asimismo, debido al ligamiento descrito entre
el locus Pi y el sistema Gm de la IgG humana, el sistema Pi puede ser

Gtil en estudios de entrecruzamiento.
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5.5.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL SISTEMA Pi

Los estudios bioquimicos sobre la molécula de a,;-antitrip-
sina han estado, en gran parte, condicionados por la dificultad que
presenta dicha proteina a su purificacién. En la actualidad los datos
existentes al respecto son parciales, siendo todavia objeto de investi-
gacién la estructura detallada de la molécula, tal como la secuencia

de aminodcidos y de las cadenas glucidicas laterales.

La a,~AT es una glucoproteina con un peso molecular aproxi-
mado de 55.000 daltons. La parte proteica de la molécula esta consti-
tuida, al parecer, por una Unica cadena polipeptidica que presenta

una baja proporcién de cisteina {(uno o dos restos por molécula).

La fraccidn glucidica representa aproximadamente un 12
% de la molécula y estd formada por galactosa, manosa, fucosa, N-ace-
tilglucosamina y Acido sidlico. Las diversas variantes electroforéticas
de la «a,~AT plasmatica muestran una composicién glucidica similar.
Se han descrito, sin embargo, diferencias glucidicas significativas
entre dos formas de una misma variante (Z). La proteina Z retenida
en los hepatocitos, funcionalmente inactiva, presenta un incremento
de manosa y ausencia de galactosa y 4cido sidlico. La otra forma de
la variante Z que estad presente en el suero y tiene capacidad inhibi-
dora de las proteasas, muestra una composicién glucidica parecida a
la de otras variantes «,-AT del plasma. Este hecho ha llevado a algunos
autores a sugerir la posibilidad de que las cadenas glucidicas latera-
les son importantes en la configuracidén molecular necesaria para que

la proteina sea funcional (Fagerhol y Cox, 1981).

5.5.2 POLIMORFISMO GENETICO DEL SISTEMA Pi

La aplicacidén de diversas técnicas electroforéticas al
estudio de la a, -antitripsina ha puesto de manifiesto la existencia

de un gran nOmero de variantes Pi que difieren entre si en la posicién
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relativa de las bandas sobre el gel, siendo todas ellas bioquimicamen-

te funcionales.

Los métodos bioquimicos méds usuales incluyen electroforesis
convencional en diversos medios tales como almidén, agarosa, inmunoe-
lectroforesis cruzada, electroforesis seguida de inmunofijacién e iso-

electroenfoque en geles de poliacrilamida (PAGIF).

Nomenclatura.- De acuerdo con las recomendaciones del Con-

greso de Rouen de 1978 (Cox et al., 1980), las variantes Pi se designan
alfabéticamente en funcidén de su movilidad electroforética relativa,
siendo la maAs répida la B y la mas lenta la Z. Las variantes descritas
antes de dicho congreso conservan su denominacidén original en funcién
de su comportamiento en electroforesis en gel de almidén: F (fast),
M (medium) y S (slow). Sin embargo, debido al uso cada vez m&s genera-
lizado del isoelectroenfoque, las variantes nuevas se designan mediante
una letra segin su posicidén relativa en PAGIF. En el caso de que apa-
rezcan nuevas variantes con una movilidad intermedia con respecto a
otras dos ya conocidas y designadas con letras consecutivas, la nueva
variante se denominard con la misma letra del alelo anddico mas préximo

afiadiendo el nombre del lugar de origen © bien un numero cuando se

trate de variantes polimérficas.

Relacién de variantes Pi.- En la actualidad, se han descri-

to en el plasma humano mas de cincuenta variantes electroforéticas

de la a,-antitripsina (Fagerhol y Cox, 1981). En el cuadro 5.24 se

presenta una relacién de aquellas variantes cuya existencia ha sido
confirmada por alguno de los laboratorios de referencia (Amsterdam,
Toronto, Chapel Hill). La movilidad relativa de las diversas variantes

Pi en electroforesis de almidén y PAGIF se muestra esquematicamente

en las figuras 5.50 y 5.51.
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Figura 5.50: Representacidén esquematica de la movilidad de las bancas
Pi mediante electroforesis en gel de almiddn. Las flechas indican la
posicién de las bandas de isoproteina principales (M4 y M6) de la va-

riante PiM. A: variantes anddicas. B: Variantes catddicas.
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Figura 5.51: Esquema de la movilidad de las bandas Pi mediante isoelec-
troenfoque en poliacrilamida (PAGIF). A: variantes anddicas con respec-

to a PiM. B: variantes catédicas. (Cox et al., 1980).
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Cuadro 5.24: Relacién de diversas variantes genéticas del sistema Pi.

Variantes andédicas (almidén)

Variantes catddicas (almidén)

B Mchapelhill (Mcha)
C Nhampton (Nham)
D N

E Pstlouis (Pstl)
Elemberg (Elem) P

Etokyo (Etok) Pbudapest (Pbud)
F R

Ecincinnati (Ecin) S

G T

I Pkyoto (Pkyo)

L \'

M con subtipos (M1,M2,M3,M4) Wsalerno (Wsal)

Mmalton (Mmal) X
Ytoronto (Ytor)

Ybrighton (Ybri)
Z
Null Zpratt (Zpra)

Referencias sobre estas variantes pueden encontrarse en Cox et al.,

1980, y Fagerhol y Cox, 1981.

Microheterogeneidad.- En 1los andlisis electroforéticos

a pH 4cido, todas las variantes alélicas de a,-AT muestran una microhe-

terogeneidad caracteristica consistente en que cada una de ellas se

resuelve en ocho bandas de isoproteina (a pH alcalino, sin embargo,

. . . . 5 i in -
la a,~-antitripsina migra como una banda homogénea). Las distintas va

riantes genéticas de Pi difieren entre si en la movilidad relativa
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del conjunto de sus ocho bandas de isoproteina.

Las bandas de isoproteina pueden cuantificarse mediante
inmunoelectroforesis cruzada o por fotodensitometria sobre geles de
PAGIF, y se designan por numeros consecutivos comenzando por la mas

anbdica (véase la figura 5.52).

@123456 7 8@

Figura 5.52: Imagen clésica de la microheterogeneidad de la a,-AT obte-
nida por inmunoelectroforesis cruzada. La linea correspon-—
de a los inmunoprecipitados en la segunda dimensidén. Las
alturas de los picos son una expresidén cuantitativa del
contenido de «,;-AT en las distintas bandas isoproteicas

{(Fagerhol y Cox, 1981).

En todas las variantes, las bandas principales son la 4
y la 6 que representan respectivamente el 40 % y el 35 % del total
de proteina, y cuyos puntos isoeléctricos son 4.52 y 4.59 en el caso
de la variante PiM. Estas bandas son las que se utilizan para la iden-
tificacién electroforética de las distintas variantes Pi ya que el

resto de las bandas suelen aparecer muy débilmente sobre el gel.

Esta distribucién de la a,-AT en ocho bandas de isoproteina

es constante y caracteristica, si bien se conocen algunas excepciones:
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a.—- La variante Pil presenta un incremento considerable
de las bandas 4 y 7 con la consiguiente disminucién de

las bandas 6 y 8.

b.- En recién nacidos y también en casos de administracién
de altas dosis de estrdgenos y corticosteroides, se encuen-
tran incrementadas las bandas 6 y 8 con respecto a las

4y 7.

C.- Asimismo pueden detectarse picos altos en las isopro-
teinas mas anddicas (del 1 al 4) en determinadas ocasiones
como en casos de coagulacidn intravascular asociada a leu-
cemia. Lo mismo puede apreciarse en sueros contaminados
con crecimiento bacteriano o en muestras que han estado
expuestas a temperaturas altas (de 252C o superiores) du-

rante muchos dias.

La causa de esta microheterogeneidad se ha atribuido a
variaciones en el nimero de restos de &cido sidlico presentes en las
distintas isoproteinas. Sin embargo, se ha comprobado que en casos
de desializacién completa de la a,-AT con neuraminidasa, aproximadamen-
te un 10 % de la proteina sigue mostrando las ocho bandas caracteristi-
cas. Asi pues, parece que, ademds de la variacidén en el contenido de
dcido sidlico, existen otros factores determinantes de esta microhete-

rogeneidad (Fagerhol y Cox, 1981).

Control genético.- Mediante estudios familiares se ha esta-

blecido que las numerosas variantes Pi corresponden a la expresidn

fenotipica de miltiples alelos codominantes de un locus autosdmico.

El locus génico para la a,-antitripsina se simboliza por Pi (o PI)

.M .S .Z
y los alelos del mismo como Pi, Pi~, Pi~, etc.

El locus Pi estad ligado con el sistema Gm (Gedde-Dahl et

al., 1972), estiméndose una frecuencia media de recombinacidén entre
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ambos loci del 23 %. A este respecto, cabe sefialar que se han descrito
diferencias importantes en las frecuencias de recombinacidén, siendo
éstas significativamente mas bajas en los individuos portadores del
alelo Piz. El significado de este efecto es desconocido (Fagerhol y

Cox, 1981).

En cuanto a la localizacién cromosdmica del grupo de liga-
miento Pi-Gm, los estudios de hibridacidn de células somdticas hombre-
hémster, parecen indicar que puede ser asignado al cromosoma 14 humano

(Lai et al., 1983).

Caracterizacién de algunas variantes Pi.- A continuacidn

se describen algunas de las variantes de o,-antitripsina de mayor inte-
rés bien por su elevada frecuencia, bien porque se hallan asociadas

a una disminucidén de la concentracidn sérica de esta proteina.

A partir del comportamiento electroforético de las varian-
tes genéticas del sistema Pi y por analogia con otros polimorfismos,
en general, se acepta que las variantes Pi se han originado por muta-
ciones puntuales que implican cambios en uno o unos pocos aminoacidos,
aunque tales sustituciones sélo hayan sido confirmadas en algunos casos

(Fagerhol y Cox, 1981).

a). XafiinE?_EiM= Es la variante ma@s frecuente en todas
poblaciones examinadas hasta la fecha, habiéndose descrito en muchos
casos, frecuencias del alelo PiM superiores a 0.90., El1 simbolo M (me-
dium) alude a su localizacién electroforética en almiddén y PAGIF. Re-
cientemente, la aplicacidn de técnicas de isoelectroenfoque a 1la deter-
minacién de los fenotipos Pi ha permitido la subdivisién del alelo
original PiM en diversos subtipos polimérficos. Los primeros subtipos
identificados fueron PiMl y PiM2 (Constans y Viau, 1975). Poco después
se describidé la existencia de un subtipo adicional PiM3 (Genz et al.,
1977; Frants y Erikson, 1978) y, posteriormente, la del cuarto subtipo

conocido PiM4 (Charlionet et al., 1979; Constans et al., 1980). Estos
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cuatro alelos se ajustan a un modo de herencia codominante con respecto

a los otros alelos del sistema Pi.

Desde el punto de vista fenotipico, los subtipos de Pi
se diferencian-entre si en la movilidad relativa de las dos bandas
principales de isoproteina (bandas 4 y 6), siendo el orden de migra-
cién, desde el mas anddico al més catddico: PiM1l, PiM3, PiM4 y PiM2

{véase la figura 5.53)

|
' A
4 | —— 4
| 6
BANDAS DE |
ISOPROTEINA | LEF
I R
6 e |
—_— | —
M1 MIM3 MIM4 MIM2 : M1M2 M1S M1Z |

©

Figura 5.53: Esquema de la mivilidad relativa en PAGIF de las dos ban-
das principales de isoproteina (M4 y M6) en los distintos
M M1, .
subtipos de Pi . Las bandas de Pi sirven como referencia
para comparar la posicién electroforética de las isopro-

. .M
teinas homélogas de los otros subtipos de Pi .

Dado que cada variante alélica posee dos bandas principales
con una movilidad determinada, légicamente, en los heterocigotosvapare—

cerédn cuatro bandas principales correspondientes a los dos alelos de

su genotipo.

A nivel poblacional, los estudios realizados ponen de mani-

M1
fiesto que el alelo mas frecuente es el Pi y el menos frecuente el

.M4
Pi .
< DE &
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b). Alelos deficientes: Existen diversas variantes Pi que

se encuentran asociadas con disminuciones més o menos importantes en

el contenido de a,-antitripsina en el suero.

menos

Pi Z.- El PiZ es el alelo mé&s comin, presente en muchas poblacio-

nes con frecuencias generalmente inferiores a 0.02.

A nivel molecular, los datos de secuenciacidn parcial
indican que las diferencias entre las cadenas polipeptidicas
PiZ y PiM consisten en el cambio de un solo aminoicido. Concreta-
mente, la proteina PiZ presenta lisina en la posicidn 100, mien-

tras que la PiM contiene acido glutamico.

Por otro lado, la variante PiZ condiciona una fuerte
reduccién del contenido de a,~AT en suero, habiéndose determinado
en homocigotos PiZ/Z concentraciones de s6lo un 10-15 % con res-
pecto al tipo normal PiM (Fagerhol y Laurell, 1970). Este bajo
nivel de a,-AT se debe a una deficiente secrecidén de la proteina
Z, la cual se acumula formando inclusiones en el reticulo endo-

plasmatico de los hepatocitos.

Pi Mmalton.- Esta variante, considerablemente maAs rara que la
anterior, presenta una movilidad ligeramente mas anddica con
respecto a PiM en gel de almidén (figura 5.50). En PAGIF, sin
embargo, la posicidn de las bandas PiMmalton es un poco mas catd-
dica que PiM2 (figura 5.51). También esta variante se caracteriza
por una fuerte deficiencia sérica de a,-AT, encontréndose en los
homocigotos concentraciones (12 %) similares a las observadas

en PiZ/Z.

Existen otros alelos Pi asociados con reducciones

acusadas en la concentracidn sérica de a,-AT:

Pi S.- En el suero de los homocigotos PiS/S, el contenido de
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desde donde es secretada rapidamente al plasma,

a,-AT es de un 60 % con respecto al tipo normal PiM. Desde el
punto de vista estructural, la cadena polipeptidica de la varian-
te PiS difiere de la PiM en la sustitucién de &cido glutamico

en la posicidén 22 de PiM, por valina.

A nivel poblacional, las frecuencias mas elevadas
de este alelo ( 2 10 %) se han encontrado en el Sur de Europa,

particularmente, en la Peninsula Ibérica.

Pi P y Pi I.- En el caso de las variantes raras PiP y Pil se

han encontrado concentraciones bajas de a,-AT, con valores que
representan un 30 % y un 70 %, respectivamente, del contenido

sérico normal.

Pi null.- Es un alelo deficiente de frecuencia extraordinariamen-
te baja, que supone la ausencia casi total de a,-antitripsina en
el plasma (Talamo et al., 1973). Se han descrito dos casos de
fenotipos Pi--~, homocigotos para este alelo,en los cuales el
contenido de o,-AT en el suero era menor de 1/16000 y 1/200 de
la normal. La presencia de este alelo en heterocigosis s6lo puede

ser evidenciada a partir de concentraciones reducidas de «,-AT ¥y

de datos familiares.

5.5.3 CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE LA ¢,-ANTITRIPSINA

Esta proteina se sintetiza principalmente en el higado,

con excepcidén de la

variante Z que queda retenida en los hepatocitos. A este respecto,

algunos autores han sugerido la posibilidad de que existan ademas otros

lugares de sintesis de «,-AT ya que se ha descrito la presencia de

la misma en diversos tipos de células tales como macréfagos alveolares,

neutréfilos, mastocitos, linfocitos y también plaquetas.

Con respecto a la distribuciédn corporal de la a, -AT, s6lo
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un 40 % de la misma se halla en el plasma. Debido a su bajo peso mole-
cular, esta proteina puede atravesar facilmente los vasos sanguineos
y penetrar en tejidos y fluidos corporales tales como el liquide cere-
broespinal, perilinfa, légrimas, fluido seminal, mucus del cuello ute-
rino, liquido amnidtico, bilis, fluido duodenal, etc, donde se encuen-

tra en una proporcién aproximada del 60 %.

El valor de concentracidén normal de a,-AT en plasma se
estima aproximadamente en 1.3 gr/l. Sin embargo, pueden encontrarse
variaciones importantes condicionadas por factores genéticos, fisioléd-

gicos y patoldgicos.

Niveles bajos de esta proteina pueden estar asociados,
tal como se indicé anteriormente, a la presencia de ciertas variantes
genéticas (PiZ, PiS, PiMmalton, etc.) asi como también a determinados
estados patolégicos como afecciones hepaticas y respiratorias, rechazo
de ingertos renales, etc. Asimismo, se encuentra una reduccidn de hasta
un 10 % de la concentracidén de a;-AT en el mucus del cuello uterino

durante el periodo de ovulacidn.

Por otro lado, se puede observar un incremento del conteni-
do sérico de a,-AT en mujeres gestantes, en individuos con procesos
inflamatorios, y en asociacidén con el tabaquismo y con el uso de anti-

conceptivos de tipo estrégeno.

El papel fisiolégico de la a,-antitripsina consiste en la
inhibicién de enzimas proteoliticos, particularmente de proteasas de
serina (portadoras de serina en el centro activo), mediante la forma-
cién de complejos moleculares 1l:1. Aproximadamente el 90 % de la capa-
cidad inhibidora del suero depende de la a,-AT, sin embargo, su princi-
pal funcidén fisioldégica es la inhibicidén de proteasas leucocitarias
tales como la elastasa, colagenasa y catepsina G. Estos enzimas, en
ausencia de inhibicidn, pueden digerir proteinas estructurales impor-

tantes como la elastina, componentes microfibrilares y proteoglucanos.

La funcién inhibidora de la a,-antitripsina se extiende
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secundariamente a otros enzimas: quimotripsina y elastasa pancreéaticas,
colagenasa de la piel y de la sinovia, plasmina, trombina, acrosina,
calicreina, factor XI de la coagulacién, etc. La a,~AT forma complejos
estables con estos enzimas inactivando, de este modo, la accién proteo-
litica de los mismos. Estos complejos proteasa-inhibidor son absorbidos

localmente por los macréfagos o eliminados por via linféatica.

5.5.4 RELACION DEL SISTEMA Pi CON ENFERMEDADES

Ya en 1965, Eriksson describid una asociacién entre la defi
ciencia de a;-antitripsina y el enfisema pulmonar. Esta asociacidn
ha sido confirmada posteriormente con el estudio de numerosos pacien-
tes.Caracteristicamente, el enfisema pulmonar es un estado de dilata-
cién permanente de los alveolos por pérdida de elasticidad lo cual,

en estados avanzados, conduce a la degeneracidn del tejido pulmonar.

Entre los homocigotos PiZ/Z, un 70-80 % desarrollan enfise-
ma obstructivo, mientras que en los heterocigotos PiM/Z esta frecuencia
es mucho mias baja. Se ha estimado que el riesgo relativo de los PiM/Z
a desarrollar enfisema es unas tres veces superior al de la poblacidn
normal. En las pruebas de funcionalidad pulmonar, también se ha compro-
bado que los individuos PiM/Z presentan una menor elasticidad pulmonar,

con la edad, que los sujetos normales PiM/M.

La aparicién y desarrollo del enfisema estan influenciados

por la aparicién de factores ambientales. E1 humo del tabaco, por ejem-

plo, incrementa el peligro de infecciones bronguiales y acelera el

progreso de la enfermedad. Se ha estimado que el tabaco adelanta la

aparicién del enfisema en unos 13-15 aflos en individuos PiZ/Z fumado-
res. Sin embargo, no s6lo el tabaco explica toda la variacién clinica
encontrada en los pacientes a,-AT deficientes, por lo que hay que admi-

tir que otros factores, ambientales y/o genéticos, estan también impli-

cados.,
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El posible papel de la deficiencia de a,-AT en el enfisema
pulmonar estd relacionado con la importancia de esta proteina como
principal inhibidor sérico de proteasas. En determinadas circunstan-
cias, son liberados al suero una serie de enzimas proteoliticos por
los granulocitos o macréfagos. Entre estas proteasas se encuentra la
elastasa capaz de digerir las fibras elasticas de los tejidos, y que
es considerado como el principal responsable de la destruccién pulmonar
caracteristica del enfisema. En condiciones normales, la elastasa esta-
ria inactivada por su principal inhibidor, la a,;-AT. Cualquier altera-
cidén de este equilibrio proteasa-inhibidor producido, bien por la defi-
ciencia de la o,-AT o bien por una excesiva concentracidén de proteasas

activas, es de esperar que conduzca a la destruccidén tisular.

Asimismo, estd establecida la asociacidn entre deficiencia
de a,-AT en homocigotos PiZ/Z y determinadas anomalias hepdticas. Esta
relacién fue descrita primero en nifios y posteriormente en adultos.
La enfermedad hepatica en nifios se suele presentar como "sindrome de
hepatitis neonatal" y, en algunos casos, deriva hacia una cirrosis
progresiva y a la muerte prematura. En grupos de nifios con alteraciones
hepaticas de este tipo se encuentran frecuencias muy elevadas (13-30
%) del fenotipo PiZ. Los adultos PiZ a,-AT deficientes también presen-
tan un elevado riesgo a padecep anomalias;hepéticas, como cirrosis,
fibrosis y también céncer de higado (Sharp et al., 1969; Fargion et

al., 1981).

Algunos autores sugieren que la acumulacién en los hepato-
citos de la forma molecular alterada de la proteina PiZ origina la
reaccidén del tejido hepatico que desemboca en la cirrosis o en el car-
cinoma hepatico. Al igual que en el caso anterior del enfisema pulmo-
nar, la deficiencia genética de a,-AT debida al alelo PiZ constituye
la base hereditaria sobre la que pueden actuar otros factores como
el alcohol, aumentando extraordinariamente las probabilidades de que

se origine la cirrosis,

Existen también indicaciones de posibles asociaciones entre
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determinados alelos Pi deficientes (Piz, PiS Yy PiI) con diversas anoma-
lias clinicas como epiteliomas, mielomas y linfomas, ciertos trastornos
renales (glomerulonefritis membranuloproliferativa), artritis reumatoi-
de, pancreatitis crénica, asma y distintos desérdenes de tipos autoin-
mune o los asociados con procesos inflamatorios. Sin embargo, en muchos
de estos casos los datos existentes son poco numerosos, por lo que
se necesitan nuevos estudios para poder establecer conclusiones defini-

tivas sobre estas posibles asociaciones (Fagerhol y Cox, 1981).

5.5.5 POSIBLES MECANISMOS SELECTIVOS

Dada la asociacidén existente entre diversas variantes del
sistema Pi y determinadas enfermedades se ha considerado la posible
existencia de mecanismos selectivos que expliquen su persistencia en

las poblaciones humanas. A este respecto se han sugerido distintas

hipétesis.

-E1 hecho de que el alelo Piz se encuentre con frecuencias

polimérficas (= 0.01) en muchas poblaciones, a pesar de la reduccidn

de fitness que supone para los homocigotos PiZ/Z, podria ser explicado,

segin la opinién de algunos autores, si los heterocigotos para dicho

alelo tuvieran algin tipo de ventaja selectiva. A este respecto, Fager-
hol y Cox (1981) sugirieron que el mantenimiento del alelo Piz podria
ser debido a un incremento de fertilidad en los heterocigotos y en
los homocigotos supervivientes. Se ha demostrado que la a,-AT se halla

presente en el mucus del cuello uterino, y que es un reductor de 1la

capacidad de fecundacién de los espermatozoides, posiblemente debido

a su caracter de inhibidor de la acrosina, enzima esencial en el

proceso de la fecundacién .ya que disuelve la zona pelicida del Svulo,
favoreciendo de este modo la entrada del espermatozoide. Estos datos
parecen apoyar la hipdtesis de que los niveles bajos de a,-antitripsina

en mujeres PiZ o PiMZ podrian incrementar su fitness reproductora.
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Por otra parte, en estudios poblacionales con personas
de distintas edades, las frecuencias de los heterocigotos PiM/Z son
mas elevadas entre adultos y personas con edad avanzada que en los
grupos de nifios y jévenes (Cox y Huber, 1980). Estos resultados parecen
indicar una cierta supervivencia preferencial de los individuos PiMZ

con respecto a otros fenotipos Pi. (Fagerhol y Cox, 1981).
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5.5.6 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio

El andlisis electroforético de los tipos y subtipos de
@,-AT se ha llevado a cabo independientemente con el fin de tener una
mayor seguridad en los resultados. La razén es que la identificacién
de algunas variantes deficientes, como PiZ, puede resultar dudosa o
de dificil interpretacidén con la técnica del andlisis de subtipos Pi,

por lo que las dos técnicas se complementan.

A.1l. Identificacién de los tipos Pi

La determinacidén de los tipos Pi se ha realizado aprove—-
chando la misma electroforesis empleada para la deteccidén de los subti-

pos de Gc, cuya metodologia se ha descrito en las paginas 586-587.

Para ello, una vez efectuada la inmunofijacidén de las ban-
das de Gc¢ sobre acetato de celulosa, los geles de poliacrilamida fueron
fijados con una solucién hidroalcohélica de &cido sulfosalicilico y,
posteriormente, tefiidos con azul de Coomassie Brillant, segin el proce-
dimiento descrito en la pagina 544 . Los tipos de o,~AT pueden identifi-

carse con claridad a unos 3 cm del extremo anddico del gel, tal como

aparece en la figura 5.54.

A.2. Determinacidén de los subtipos Pi

Para la deteccidén electroforética de los subtipos del sis-

tema Pi se ha seguido basicamente la técnica de isoelectroenfoque en

gel de poliacrilamida (PAGIF) descrita por Constans et al. (1980).

Para aumentar la resolucién en la zona del gel donde se enfocan los

subtipos de PiM y favorecer la identificacién de los mismos, se incor-

pora al gel un derivado del &cido sulfénico (ACES: &cido sulfénico

N-(2-acetamido)-2-aminoetano). Asimismo, se han empleado tiempos de

migracién relativamente largos (4-5 horas) que distorsionan la unifor-
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midad del gradiente de pH, incrementéndose, en consecuencia, la separa-

cidén de las bandas protéicas en ciertas zonas del gel.

a). Soluciones empleadas.

A, Solucidn de acrilamida al 29.1 %

B. Solucién de bisacrilamida al 0.9 %

(Estas dos soluciones se hallan descritas en la pagina 541.

C. Solucidén ACES

ACES (&c. sulfdénico N-(2-acetamido)-2-aminoetano) lg
Agua destilada c.s.p. 50 ml
(Esta solucidén debe conservarse a 4 2°C)

D. Solucidn de sacarosa

Sacarosa 3 g

Solucidén de ACES 9 ml

. Para la fijacidén y la tincién de los geles se utilizaron
respectivamente, una solucidén de Aacido sulfosalicilico en metanol y
agua (50 g: 10 ml: 100 ml) y otra de azul de Coomassie Brillant (R-

250), tal como han sido descritas en el sistema Transferrina (péag.

542) .

A.l. . Preparacidn del gel

El molde donde se vierte la mezcla del gel, se prepard segin
el ‘mismo procedimiento general descrito en el capitulo de la transfe-
rrina (pag. 542) , dejando ‘unas dimensiones internas de 120 x 240 x

0.5 mm.

Para la elaboracién del gel se mezclan cuidadosamente en
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un kitasato de 100 ml de capacidad, las siguientes soluciones, en las

proporciones que se indican a continuacién:

Solucién de acrilamida (29.1 %) 3 ml
Solucidén de bisacrilamida (0.9 %) 3 ml
Solucién de sacarosa en ACES 9 ml
Farmalita (Pharmacia) pH 4-6.5 0.5 ml
Servalita (Serva) pH 4-5 0.3 ml

Sol. acuosa de riboflavina (0.004 %, p/v) 0.150 ml

Una vez realizada la mezcla, se desgasea mediante la apli-
cacién del vacio. A continuacién, con ayuda de una jeringa, se introdu-
ce dicha mezcla en el molde lentamente a fin de evitar que queden atra-
padas burbujas de aire, lo cual interferiria la migracidén de las pro-

teinas.
La polimerizacidén de los geles, catalizada por la ribofla-
vina, es favorecida mediante la exposicién de los mismos a la luz fluo-

rescente durante toda una noche.

A.1.2 Migracién electroforética

Las muestras de suero se aplican sobre la superficie del
gel mediante recténgulos (0.5 x 0.3 cm) de papel Beckman N¢ 320046
previamente impregnados en el suero. Estos papeles son depositados
a unos 8 cm del extremo anddico, siendo retirados una vez transcurrida

la primera hora de migraciodn.

Para el contacto de los electrodos de la cubeta con el
gel, se utilizaron dos tiras (24 x 0.5 cm) de papel Whatman N2 17,
embebidas una con H3PO4 1M (4nodo) y la otra con NaOH 0.2M (catodo).
Dichos electrodos se colocan sobre los extremos del gel, con una sepa-

racién entre los mismos de 10 cm.

La migracién electroforética se realiza situando el gel

sobre una placa refrigerada a 10 °C. Se utiliza una fuente de alto
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voltaje (en el presente trabajo se ha utilizado una fuente Pharmacia,

ECPS 3000/150), fijéndose unas condiciones méximas de migracidén de:

1400 voltios
10 miliamperios

7.5 watios

La duracidén de la electroforesis es de 4.5-5 horas. En
el periodo inicial de la migracién las condiciones registradas (820
V, 9 mA, 7.5 w) indican que el factor limitante es la potencia. En
el transcurso de la electroforesis, sin embargo, estas condiciones
varian apreciindose un aumento gradual del voltaje que alcanza su valor
méaximo prefijado (1400 V) antes de finalizar la primera hora y se man-
tiene asi hasta el final de la electroforesis. E1 miliamperaje y la
potencia, por el contrario, disminuyen paulatinamente hasta unos valo-
res finales de 4 mA y 6 w, respectivamente. Mediante un Volhour Inte-
grator (Pharmacia) se registrdé una cantidad de 6000 Vh, necesaria para

el enfoque de los subtipos de Pi en las condiciones descritas.

A.1.3. Fijacién y tincidn

Finalizada la electroforesis, los geles son fijados sumer-
giéndolos en la solucidén de &cido sulfosalicilico con metanol y agua

durante 1 hora, a temperatura ambiente.

Para la tincién de las bandas protéicas, los geles se in-
troducen en la solucidén de azul de Coomassie Brillant durante 1 hora
a temperatura de 60 ¢9C. Después de la tincidén, los geles se decoloran
en una solucidén de etanol-dc. acético-agua, (50:16:200) durante un
minimo de cinco horas. Posteriormente, pueden conservarse indefinida-

mente en una solucidén de glicerina al 5 % en agua.

A.1.4. Identificacidén de las bandas Pi

Las bandas Pi aparecen en la mitad superior del gel aproxi-
madamente entre 3 y 5 cm del extremo catddico del gel. Las multiples

bandas de a,-AT quedan enfocadas entre pH 4.46 y 4.49.
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En las condiciones electroforéticas utilizadas, en la zona
donde se enfocan las bandas Pi, no se encuentran otras proteinas 1lo

cual facilita la identificacién de los subtipos de a,~AT (figura 5.55).

B. Métodos estadisticos.

Tanto en el caso de los tipos Pi como de los subtipos,
las frecuencias alélicas se han calculado segin el método del '"recuento

de genes'", aplicando las férmulas indicadas en la pégina 18.
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Figura 5.5%: Subtipos Pi mediante isocelectroenfoque en poliacrilamida.






5.5.7. RESULTADOS

En el cuadro 5.25 se indican los resultados obtenidos para
las variantes de a,-AT en la muestra de la isla de Menorca. En dicho
cuadro figuran los valores fenotipicos y las frecuencias alélicas co-

rrespondientes a los tipos y subtipos del sistema Pi.

En la serie menorquina se han identificado los cuatro sub-

M2’ PiM3 y PiM4 del alelo original PiM. Uno de los sueros

tipos PiMl, Pi
estudiados resultd ser homocigoto para el alelo deficiente Piz. Asimis~-
mo, se ha detectado una variante rara, la PiT, la cual presenta en
PAGIF una movilidad ligeramente mds catddica que la banda Pis. La tipi-
ficacién de 1los alelos PiMA, PiT asi como la del homocigoto PiZ/Z,

ha sido confirmada por el Dr. Constans del Centre d'Hémotypologie del

CNRS, de Toulouse.

Con respecto a los subtipos de PIM, PiMl es el alelo més

frecuente y PiM4 el que presenta el valor més bajo, mientras que las

M M3

. . M2 . . 4 R
frecuencias de Pi y Pi son practicamente iguales.

Tanto en el caso de los tipos Pi, como en el de los subti-
pos, al comparar, mediante el test de x?, 1los valores observados con
los esperados, no se observan diferencias significativas (cuadro 5.25).

Puede admitirse, por tanto, que la serie menorquina se halla en equi-

librio Hardy-Weinberg.

Considerando tnicamente la distribucidén de los distintos
subtipos de PiM entre los individuos de fenotipo PiM, al comparar las
frecuencias empiricas con las tedricas puede apreciarse un ligero in-
cremento de homocigotos PiM2 con respecto a la proporcidn esperada
{(cuadro 5.26). Sin embargo, las diferencias no son significativas,
por lo que se puede concluir que la reparticién de los subtipos Pi

dentro del fenotipo PiM, en la serie analizada, se ajusta a las condi-

ciones exigidas por la ley de Hardy-Weinberg.
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Cuadro 5. 25 : Frecuencias de tipos y subtipos Pi en Menorca

Tipos Obs. Esp. )(‘2 Subtipos Obs. Esp. )(2
M 368 365.84 0.0128 M1 153 146.72 0.2689
M1M2 67 78.09 1.5742
uz 15 10.39 2.0454
MIM3 86 78.65 0.6871
M3 15 20.93 1.1608
M3 10 10.54 0.0277
M1Ma 14 13.18 0.05C4
M2Ma s 3.51
M3M4 1 3.53 } 0.0157
M4 1 0.30
us 85 87.14 0.0681 M1s 35 42.52 1.2417
M2s 16 11.31 1.9398
M3S 13 11.40 0.2258
Mas 1 1.91
s 4 3.08 s a 3.08 0.0000
MZ 5 7.26 0.7051 M1Z 2 4.60 1.46288
M2z 2 1.22 N\
M3z 1 1.23
MazZ - 0.21
sz 1 0.67 sz 1 0.67 ¥ 0.6313
z 1 0.04 1.0530 2 1 0.04
uT 1 0.89 M1T ] 0.56
Otros - 0.09 Otros - 0.42 /
Total 44s 445,01 1.8390%* 445 445.01 11.3376*
Frecuencias alélicas
M M1 n
Pi 0.9067 +  0.0097 Pi 0.5742 + 0.0166
»i 2 0.1528 + o0.0121
ps'3 0.1539 + 0.0121
pi 0.0258 s+ 0.0053
piS 0.0832 + 0.0093 pi’ 0.c832 s+  0.0093
pil 0.009C s+ 0.0032 pi? 0.C090 + 0.0032
pit 0.0011 + 0.0011 piT 0.0011 s+ 0.0011

» x%2 11.3376, P = 0.20-0.10, para 7 g.d.l.

»+ x%2 1.8390, ? = 0.20-0.10, para 1 g.d.l.
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Cuadro 5.26. : Comparacién de las frecuencias observadas y esperadas

para los distintos subtipos Pi dentro del fenotipo

PiM.

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. x?
M1 153 152.00 0.007
M1iM2 67 75.83 1.029
M2 15 9.46 3.246
M1M3 86 79.05% 0.612
M2M3 16 19.72 0.702
M3 10 10.28 0.007
M1M4 14 14.14 0.001
M2M4 5 3.53
M3M4 1 3.68 0.038
M4 1 0.33

Total 368 368.02 5.641

x2?= 5.641; P= 0.30 - 0.20; para 4 g.d.l.
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5.5.8. COMPARACIONES

En contraste con otros polimorfismos estudiados, 1llama
la atencién el nimero relativamente reducido de estudios poblacionales
existentes sobre el sistema Pi. Este hecho quizds pueda ser atribuido,
al menos en parte, a la escasa variabilidad encontrada para los tipos
Pi, ya que el alelo PiM se presenta con frecuencias superiores al
90 % en la mayoria de las poblaciones estudiadas, y a la complejidad
de las técnicas de deteccidn usadas anteriormente puesto que una buena
determinacidén de los tipos Pi incluia la electroforesis en gel de almi-
dén seguida de inmunoelectroforesis. Recientemente, sin embargo, con
el descubrimiento de los subtipos de PiM, se ha incrementado considera-
blemente el interés de esta proteina como marcador genético. Ademés
los métodos de IEF usados actualmente para la identificacidén de 1las
variantes genéticas del sistema Pi, resultan ser mas cdmodos y eficaces

que los antiguos.

Siguiendo el mismo orden establecido en los capitulos pre-
cedentes, el estudio comparativo de la muestra menorquina con respecto
a otras poblaciones, se realiza considerando en primer lugar los tipos
Pi y a continuacidén, los subtipos de PiM. Sin embargo, la escasez de
datos poblacionales, antes mencionada, justifica algunas modificaciones
del esquema general seguido en otros capitulos. Asi, en los cuadros
5.27 a 5,30, se engloban todos los datos de que ha sido posible dispo-

ner tanto para tipos como para subtipos Pi.

A. Tipos del sistema Pi

En el cuadro 5.27 se presentan los resultados fenotipicos
de los tipos Pi en diversas poblaciones. Asimismo, una relacidén de
las frecuencias alélicas PiM, Pis, PiZ,..., se halla indicada en los

cuadros 5.28 y 5.30.
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A.1 Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones de la

Peninsula Ibérica

Los datos de que se dispone sobre estas poblaciones corres-
ponden a diez muestras espafiolas y una portuguesa (cuadros 5.27 y 5.28)
entre las cuales se observan los siguientes rangos de variacién para

los alelos PiM, PiS y PiZ:

PiM: 0.849 (Galicia, 1973) —— 0.930 (Barcelona)
PiS: 0.064 (Barcelona) — 0.147 (Galicia, 1973)
PiZ: 0.000 (Meseta C., Centro) ——— 0.018 (Portugal)

En las figuras 5.56, 5.57 y 5.58 se representa graficamen-

te la distribucién de las frecuencias peninsulares de estos tres alelos

S

Figura 5.56: Distribucidn del alelo PiM en poblaciones de la Peninsula

Ibérica.
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Figura 5.57: Distribucién del alelo Pis

Ibérica.

en poblaciones de la Peninsula

&
S

Figura 5.58: Distribucién del alelo Piz

Ibérica.
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Alelos PiM vy Pis .— Para el alelo PiM, los valores méas

elevados corresponden a las dos series catalanas y a la de Menorca,
¥y los minimos a las series méas occidentales (Galicia y Portugal). El
alelo Pis se comporta de modo inverso, con frecuencias minimas en las
series ma@s orientales y las méximas en la 2zona mas occidental de 1la
Peninsula. Las variaciones observadas en la distribucién peninsular
de los alelos PiM y PiS son en gran medida complememtarias entre si,
ya que las frecuencias de otros genes Pi son muy bajas en estas pobla-
ciones. Por este motivo, cualquiera de estos dos alelos pueden ser
utilizados indistintamente para caracterizar la variabilidad del siste-
ma Pi, a nivel de tipos. Esto queda reflejado en la informacidén que
se obtiene al comparar, dos a dos, las muestras peninsulares con res-

pecto a la frecuencia de ambos alelos (cuadro 5.31 y 5.32).

Cuadro 5.31 : Alelo PiM. Test de homogeneidad entre distintas series de la Peninsula Ibérica.

Espafioles 6.700

Andalucfa 0.700 0.917

Barcelona 3.637 18.651 5.006

Galicia* 7.061 0.499 1.874 16.815

Galicia® 13.631 0.854 2.535 29.167 0.006

Gerona 0.890 10.010 2.235 0.626 10.224 18.706

Meseta C. 0.042 2.918 0.297 2.876 4,054 5.861 0.890

Centro 0.232 3.924 1.032 0.536 5.085 6.384 0.025 0.326

Vascos 2.190 0.197 Q.212 8,656 0.904 1.233 4,478 1.111 2.110

Portugal 6.645 0.005 0.981 18.293 0.411 0.664 9.944 2.992 0.237 0.237

Menor  Espa-~ Anda- Barce Gali=- Gali-  Gero- Meset. Centro Vascos

ca fioles lucia lona cia* cia® na Cent.
(1973) (1982)

Nivel de significacién 0.0S5, para 1 g.d.l., x* = 3.841.
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Cuadro 5.32 : Alelo Pis. Test de homogeneidad entre distintas series de la Peninsula Ibérica,

Espaficles 4.018

Andalucia 0.661 0.349

Barcelona 2.227 11.343 3.612
Galicia* 9.346 2.192 2.781 17.453

Galicia® 14.700 2.733 2.899 26.309 0.113

Gerona 0.413 5.649 1.547 0.509 11.054 15.335

Meseta C. 0.570 0.577 0.008 3.786 3.537 4.002 1.524

Centro 0.000 1.528 0.386 0.881 4.598 4.850 0.162 0.326

Vascos 2.935 0.034 0.423 8.135 1.146 1.000 4,383 0.623 1.511

Portugal 4.44]1 0.026 0.483 11.82% 1.761 2.018 6.080 0.756 1.744 0,003
Menor Espa- Anda- Barce Gali- Gali- Gero- Meset. Centro Vascos
ca floles lucia lona cia* cia® na Centr.

(1973) (1982)

Nivel de significacidn 0.05, para 1 g.d.l., x* = 3.841.

En relacién al alelo PiM, los resultados y? de la compara-
cién entre los distintos grupos poblacionales, indicados en el cuadro

5.31, ponen de manifiesto que:

— las diferencias mids acusadas se observan entre las series
mas orientales (Barcelona, Gerona y Menorca) y los grupos

mas occidentales (Galicia 1973 y 1982, y Portugal).

- la serie menorquina, ademids de las diferencias menciona-
das, difiere estadisticamente de una muestra general de

espafioles estudiada por Fagerhol y Tenfjord (1968).
- asimismo, se aprecian diferencias significativas entre

los vascos y las dos series catalanas, asi como entre los

dos grupos del centro de la Peninsula y las dos muestras
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gallegas.

Respecto a los valores peninsulares de Pis, la valoracién
del grado de diferenciacidén entre los mismos (cuadro 5.32) da resulta-
dos muy similares a los encontrados en el caso de PiM. Estas compara-

ciones indican que:

- existen diferencias significativas entre las poblaciones
de Menorca, Gerona y Barcelona, por un lado, y las series

gallega y portuguesa, por otro.

- también pueden observarse diferencias estadisticas entre
algunas series con frecuencias PiS intermedias dentro de
la variabilidad peninsular y otros grupos de frecuencias
extremas, como por ejemplo: a) las de los vascos con res—
pecto a Barcelona y a Gerona, y b) entre los dos grupos

del centro y las series gallegas.

- la muestra de Andalucia es la unica que manifiesta homo-

geneidad con todos los demds grupos comparados.

Alelos Piz.— Los valores peninsulares del alelo Piz, que
son siempre bajos, no muestran ninguna distribucién particular, si
bien las frecuencias ligeramente mé&s elevadas ( > 1 %) corresponden

a los grupos de la mitad meridional de la Peninsula.

Aplicando el método de las tablas 2 x 2 de Fisher, se han

comparado entre si las distintas series peninsulares con respecto a

la frecuencia del alelo Piz. Los resultados de estas comparaciones

(cuadro 5.33) parecen indicar que:

- en general, se observa una cierta homogeneidad entre
la mayor parte de las muestras comparadas, no obstante

las series de Barcelona y de Portugal difieren significati-

vamente de otras poblaciones.

- 669 -



Cuadro 5.33 : Alelo Piz. Test de homogeneidad entre distintas series de la Peninsula Ibérica

seglin el método exacto de las tablas 2 x 2 de Fisher.

Espafioles 0.162
Andalucia 0.247 0.259

Barcelona 0.025 0.008 0.04S

Galicia* 0.264 0.181 0.254 0.370
Galicia® 0.193 0.139 0.232 0.036 0.292
Gercna 0.182 0.106 0.196 0.174 0.409 0.208

Meseta C. 0.075 0.034 0.082 0,701 0.431 0.094 0.251

Centro 0.188 0.113 0.175 0.794 0.586 0.220 0.402 1.000

Vascos 0.284 0.226 0.295 0.158 0.397 0.296 0.330 0.213 0.343

Portugal 0.052 0.108 0.189 0.C01 0Q.069 0.035 0.023 0.007 0.037 0.105
Menor Espa- Anda- Barce Gali~ Gali- Gero- Meset., Centro Vascos
ca fioles lucia lona cia* cia® na Centr.

(1973) (1982)

Los valores indicados expresan directamente la probabilidad de significacién.

- la muestra de Menorca presenta diferencias estadisticas

dnicamente con la serie barcelonesa cuya frecuencia de
.Z . .

Pi“ representa un valor de los mas bajos dentro de la Pe-

ninsula.

Fenotipos Pi.- Si se atiende a la distribucién de los dis-

tintos fenotipos que integran el sistema Pi, cuando se analiza la homo-
geneidad del conjunto formado por las 11 series peninsulares considera-

das, se encuentran diferencias altamente significativas (x? = 89.402;

P <0.001; 20 g.d.l.).

Por otro lado, la comparacidén de los grupos peninsulares,

dos a dos, con respecto a los fenotipos Pi (cuadro 5.34) pone de mani-

fiesto que:
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- la mayor proporcién de diferencias significativas corres-
ponde a las comparaciones entre series orientales y occi-

dentales de la Peninsula,

- la serie de Menorca también presenta diferencias signifi-

cativas con las dos series de Galicia,

- entre el resto de poblaciones comparadas se observan
algunas diferencias estadisticas, siendo la muestra del
Centro (1982) 1la unica que manifiesta homogeneidad con

todos los grupos comparados.

En resumen, todos estos datos parecen sugerir la existencia
de una cierta heterogeneidad para el sistema Pi dentro de la Peninsula
Ibérica. En general, se aprecia una variacién gradual en la distribu-
cién peninsular de los alelos Pis y PiM en direccidén este~ceste, con

diferencias significativas entre los extremos de dicho gradiente.
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A.2 Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones del Medi-~

terrédneo v del Centro y Norte de Europa

o

Desde el puntec de vista geografico, los datos de que se
dispone corresponden en su mayoria a poblaciones del Centro y Norte de
Europa, asi como de la cuenca norte del Mediterraneo, a excepcidn de

una serie norteafricana de Egipto (cuadro 5.27).

En todas estas poblaciones el alelo PiM es el més frecuente
(0.849-0.996), presenténdose los valores mas elevados en los paises

nérdicos y los minimos en la Peninsula Ibérica.

El alelo PiS presenta en estas poblaciones frecuencias
comprendidas entre 0.000 y 0.147, siendo la serie de lapones de Noruega
y el grupo de finlandeses estudiado por Fagerhol et al. (1969) las
Unicas muestras que presentan valor cero. Con respecto a la distribu-
cién geogréfica de las frecuencias de PiS en Europa (figura 5.59),
se observa que los valores mds bajos (< 5%) se encuentran en las pobla-
ciones del norte, centro y sudeste del continente; las frecuencias
intermedias (5-9 %) se localizan en algunas series francesas, una del
centro de Italia, Cerdefia y en el nordeste de la peninsula Ibérica,
mientras que los valores extremos ( > 10 %), como ya se ha mencionado

en la seccién anterior, corresponden a las poblaciones més occidentales

de la Peninsula Ibérica.

En la mayoria de las muestras europeas consideradas se

.Z X - .
presenta asimismo el alelo Pi~, con frecuenclas mas bajas que las del

Pis, oscilando entre 0.000 y 0.027.

Asimismo, se ha detectado en Europa la presencia de otras

W s . .
variantes Pi (PiF, PiI, Piv, Pi ,...) con frecuencias muy bajas, casi

siempre inferiores al 1 %.
. .M
Los resultados obtenidos en la serie de Menorca [Pi =
Piz = 0.009 y PiT = 0.001) son semejantes a los

0.907, Pis = 0.083,
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encontrados en otras poblaciones geograficamente préximas {(sur de Fran-

cia, nordeste de la Peninsula Ibérica y Cerdefia). En particular, la
. .S . . .

frecuencia de Pi~ de la serie menorquina es del mismo orden que los

valores moderadamente elevados de algunas poblaciones del sur de Euro-

pa.

La comparacidn estadistica mediante la prueba de x? , entre
la serie de Menorca y el resto de poblaciones consideradas se ha reali-
zado del siguiente modo: a) atendiendo a los fenotipos Pi y b) teniendo

. .S . . .
en cuenta la frecuencia del alelo Pi~ en relacidén a los demas alelos

del sistema.

Los resultados de dichas comparaciones {cuadro 5.35) ponen
de manifiesto que a nivel de fenotipos Pi, Menorca difiere significati-
vamente con todas las series comparadas excepto de la serie francesa

de Bretafia, de la del centro-sur de Italia y de la de Cerdefia.

s . . .S
Asimismo, con respecto a la incidencia del alelo Pi~, Me~
norca sé6lo muestra homogeneidad con las tres series mencionadas y,

ademids, con el grupo francés de Lyon.

A.3 Distribucién mundial de los tipos Pi

Los datos pertenecientes a muestras de distintos continen-
tes (cuadros 5.27 y 5.28) ponen de manifiesto que el alelo Pi es el

mas frecuente en todos los grupos analizados, con valores generalmente

superiores al 90 %.

. .M . .
En Asia las frecuencias de Pi son siempre superiores al

95 %, exceptuando la serie de Irdn que presenta el valor minimo (0.884)

. .S
Con respecto a otros alelos Pi, sélo las variantes Pi (0.000-0.024),

PiZ (0.000-0.022) y PiF (0.000-0.068) alcanzan frecuencias polimérficas
) e
en unas pocas poblaciones de dicho continente. Ct;‘oﬁm£@
g
O
Z
5
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Cuadro 5. 35 : Sistema Pi. Comparacién de la serie de Menorca con otras

poblaciones mediterréaneas y del Centro y Norte de Europa.

POBLACION N XZ* XZ**

Alemania. 516 87.682(2) 38.497(1)
Alemania. Rhenland-Pf. 102 6.546(2) 5.772(1)
Alemania. Hamburg 262 17.873(2) 20.957(1)
Finlandia (1969) 223 39.404(2) 39.257(1)
Finlandia. Noroeste 300 27.081(2) 31.640(1)
Finladia. Is. Aland 450 73.376(2) 66.505(1)
Finlandia. Ristiina 136 20.107(2) 17.511(1)
Francia. Lyon 1653 12.495(3) 1.418(1)
Francia. Bretafia 280 4.249(2) 0.310(1)
Francia.Normandia 1030 12.131(3) 3.877(1)
Francia. Toulouse 163 6.427(2) 9.011(1)
Grecia 400 63.428(2) 63.799(1)
Holanda 1474 93.327(2) 104.846(1)
Hungria 172 51.795(2) 17.666(1)
Reino Un. Irlanda del N. 1000 21.688(2) 24,792(1)
Islandia 94 59.125(2) 8.852(1)
Italia. Norte 202 13.517(2) 12.792(1)
Italia., Centro-Sur 500 2.601(2) 1.778(1)
Italia. Roma 513 22.149(2) 28.219(1)
Italia. Cerdefia 218 1.791(2) 1.873(1)
Italia. Sur 260 15.505(2) 19.168(1)
Noruega 2830 87.046(2) 100.502(1)
Suiza 1037 15.872(2) 19.981(1)
Suiza.Torbel 270 20.631(2) 25.388(1)
Lapones Finlandia 468 76.383(2) 72.181(1)
Egipto. El Cairo 202 21.374(2) 24,277(1)

* X2 con respecto a los fenotipos Pi.

** X2 con respecto a numero de alelos Pis ~ otros alelos Pi.
Nivel de significacidn 0.05: X2= 3.842, para 1 g.1l.; X2= 5.991, para 2

d.1.; x°= 7.815, para 3 d.1.
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En los grupos africanos también cabe destacar la escasa
. - s e .M
frecuencia de las variantes Pi distintas de Pi , presentando este alelo

valores superiores al 97 %.

Entre los amerindios, en una de las dos series consideradas
.M + s s s .
el alelo Pi estd fijado (jivaros del Ecuador), mientras que en el
otro grupo el alelo PiS muestra un valor (0.039) similar a los encon-

trados en otras series caucasoides del continente americano.

B. Subtipos de PiM

Con respecto a este tema, cabe seflalar que los pocos estu-
dios de que se dispone en la actualidad son bastante heterogéneos en
relacién al numero de subtipos PiM identificados en cada uno de ellos.

Asi pues, en funcién de la técnica utilizada sélo detectan dos subtipos

M1 .M
PiMl y PiMz), otros tres variantes (Pi =, Pi 2

.M .M . M4
otros, cuatro (PiMl, Pi 2, Pi 3 y Pi" ) (cuadro 5.29).

PiMs) y finalmente

Esta heterogeneidad plantea problemas en el estudio compa-

rativo, ya que las frecuencias de los distintos subtipos obtenidas

en todos estos trabajos no son equivalentes. En este sentido, si se
tiene en cuenta el patrén electroforético de los cuatro subtipos Pi

(figura 5.53, pégina 635 ), parece légico suponer que en aquellos estu-

las frecuencias obtenidas

dios donde sdélo se detectan dos subtipos,
M1+M3 v PiM2+M4

para PiMl y PiM2 corresponden, en realidad, a Pi , respec

tivamente. Asismiso, en los trabajos en que se identifican (nicamente

. . . M2 . .
3 subtipos, la frecuencia obtenida para Pi puede interpretarse como

la suma de PiM2+M4.

De acuerdo con estos supuestos, para el estudio de la dis-

tribucién de los subtipos de Pi se ha considerado més conveniente

utilizar los trabajos que identifican los cuatro subtipos. Asimismo,
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en los estudios en que se han detectado tres subtipos, Gnicamente se

3

han tenido en cuenta las frecuencias de PiMl Yy PiM , dado que en estos

casos el alelo PiM2 puede englobar a un nuimero indeterminado de alelos
.M4
Pi .

La comparaciones entre las series que detectan tres subti-
pos y aquellas en que se identifican los cuatro, se hah realizado rea-
grupando en estas Ultimas los distintos fenotipos PiM, considerando

a las variantes PiM4 como si fuesen PiM2 de acuerdo con lo que se indi-

ca a a continuaciédn:

Subtipos detectados: Subtipos detectados:
PiMl, PiM2 v PiM3 PiMl, PiMZ, PiM3 v PiMA

PiM1 PiMl
PiM1M2 PiM1M2 + PiM1M4
PiM2 PiM2 + PiM2M4 + PiM4
PiM1M3 PiM1M3
PiM2M3 PiM2M3 + PiM3M4
PiM3 PiM3

B.1 Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones de 1la

Peninsula Ibérica

Los datos disponibles sobre los subtipos PiM en la Peninsu-

la Ibérica corresponden a las cuatro muestras siguientes:

piMl pi M2 i pi'

Barcelona 0.685 0.148 0.079 0.018

Gerona 0.693 0.144 0.084 | w——em-
Menorca 0.574  0.153 0.154 0.026
Centro 0.665 0.170 0.068 0.015
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La serie menorquina, dentro del conjunto peninsular, viene
. . . M1
caracterizada por una frecuencia baja de Pi ¥y por valores elevados

de Pi'™ y de piM4,

Con respecto a los distintos fenotipos PiM, mediante la
prueba de x?, se obtiene una notable heterogeneidad en el conjunto
formado por las cuatro series espafiolas (x? = 43,915; P < 0.001; 15
g.d.1l.). Asimismo, también se aprecia heterogeneidad si sélo se consi-
deran las tres series en las que se distinguen los cuatro subtipos

de PiM (x* = 35.571; P < 0.001; 12 g.d.l.).

Al comparar, dos a dos, las series peninsulares siguiendo
el criterio de agrupacién de fenotipos antes mencionado, se observan
diferencias significativas entre la serie de Menorca y las de Barcelona

y Gerona, respectivamente (cuadro 5.36).

Cuadro 5.36: Subtipos de PiM: test de homogeneidad entre distintas

poblaciones de la Peninsula Ibérica.

Barcelona 30.994(7)

Gerona 23.192(5) 3.838(5)

Centro Peninsula 12.313(7) 3.594(7) 3.150(5)
Menorca Barcelona Gerona

Nivel de significacién 0.05, para 5 g.d.l., x’= 11.070
para 7 g.d.l., x?= 14.067

Estos resultados parecen indicar que la muestra de Menorca

es la que contribuye a la heterogeneidad detectada dentro del ambito
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de la Peninsula Ibérica.

En las comparaciones de Menorca con Barcelona y con Gerona,

analizando los valores parciales de X{ puede comprobarse que la hete-

rogeneidad observada es atribuible principalmente a que la serie de

Menorca presenta un exceso de PiMIM3 y un defecto de PiMl1 con respecto

a las otras dos series catalanas (cuadro 5.37).

Cuadro 5.37:

Subtipos de PiM. Comparacidén entre las series de Menorca-

-Barcelona y Menorca-Gerona.

Menorca Barcelona

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. Fr. Obs. Fr. Esp. x 2

M1 153 180.38 197 169.62 8.575
MiM2 67 72.67 74 68.33 0.911
M2 15 13.40 11 12.60 0.383
M1M3 86 63.90 38 60.10 15.770
M2M3 16 12.88 9 12.12 1.558
M3 10 7.73 5 7.27 1.357
M1iM4 14 12.37 10 11.863 0.442
M2M4+M3M44+M4 8 5.67 3 5.33 1.976
Total 30.994

Menorca Gerona

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. Fr, Obs. Fr. Esp. x 2

M1 153 179.50 146 119.50 9.790
M1M2(+M1M4) 81 76.24 46 50.76 0.744
M2(+M4+M2M4) 21 20.41 13 13.59 0.043
M1M3 86 69.64 30 46.36 9.616
M2M3( +M3M4) 17 13.21 5 8.79 2.721
M3 10 9.00 5 6.00 0.278
Total 23.192
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B.2 Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterra-

neas y del Centro y Norte de Europa

Los resultados de que se dispone sobre la distribucién
de las frecuencias de los distintos subtipos de PiM en estas zonas
geograficas corresponden casi exclusivamente a unas pocas series del
continente europeo, tanto del Centro y Norte de Europa como de la cuen-
ca norte del Mediterrédneo. En estas poblaciones las frecuencias de
piMt, piM2, piM3

plitudes cuyos extremos se indican esquematicamente en la figura 5.60.

M4 iz R
y Pi muestran rangos de variacién de distintas am-

0.0 0.1 e e ;7 0.6 0.8
1 7 T T T T 1
O.?74 0.787
(L8150 P | S |
PiMl ‘g F imu} i 1
Menorca Finlandia
0.092 0.204
piM?
Toulouse(F.) Cerdefia
0.046 0.154
PiMB
Cerdefia Menorca
0.015 0.094
t
piM4

Espafia{C.) Cerdefia

.. . M2 M3
Figura 5.60: Margenes de variacion de los alelos Pi ~, Pi ~, Pi y
PiM4 en distintas poblaciones europeas. La raya vertical

mas larga representa a la muestra menorquina.
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La figura 5.61 muestra graficamente la distribucidn de

los cuatro alelos PiM en poblaciones europeas.

M1 . -
Para el alelo Pi =, las frecuencias mas elevadas se encuen-
tran entre las series septentrionales, correspondiendo los valores

minimos a las dos poblaciones insulares de Cerdefia y de Menorca.

M2 . .. .
En los valores europeos de Pi no se aprecia ningin tipo
de distribucién particular, presenténdose las frecuencias més elevadas

en algunos grupos del sur de Eurcpa.

Asimismo, los alelos PiM3 y PiM4 se distribuyen de un modo
. . . . - X .M4
mas o menos uniforme, apreciandose los valores mas bajos de PlM en

la Peninsula Ibérica.

Los resultados encontrados en la serie de Menorca (PiMl

M3

= 0.574, PiM2 = 0.153, Pi = 0.154 y piM4 = 0.026) puede considerarse,

en general, del mismo orden que los descritos en otras poblaciones

M3

. s X M1 R
europeas, si bien las frecuencias de Pi y Pi de Menorca representan

los valores extremos dentro del ambito europeo.

Al comparar la distribucién de los fenotipos PiM de 1la
muestra menorquina con la de otros grupos europeos (cuadro 5.38) se
observan diferencias significativas con la mayoria de los mismos, a
excepcidén de la serie francesa de Toulouse, la del norte de Italia
y la de Roma. Estos resultados parecen sugerir la existencia de una
cierta heterogeneidad dentro de las poblaciones europeas, sin embargo,
el reducido nUmero de muestras analizadas no permite establecer por

ahora conclusiones definitivas.
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0.148
9.183

Figura 5.61: Distribucién de los subtipos de PiM en diversas poblaciohes

europeas.
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Cuadro 5.38: Fenotipos PiM. Test de homogeneidad entre Menorca y otras

pobalciones europeas.

Poblaciones x? g.d.1. Probabilidad
Alemania Sur 65.644 5 < 0.001
Finlandia. Ristiina 23.744 5 < 0.001
Francia. Normandia 26.635 5 < 0.001
Francia. Toulouse 15.864 8 = 0.05

Holanda (1982) 30.334 8 < 0.001
Holanda (1978) 26.322 5 < 0.001
Italia Norte 12.216 8 0.10-0.20
Italia. Roma 9.495 5 0.10-0.05
Italia Sur 18.837 8 = 0.02

Cerdefia 53.523 7 < 0.001

B.3 Distribucién mundial de los subtipos de PiM

Aparte de las poblaciones europeas, s6lo se dispone de
datos pertenecientes a unas pocas muestras africanas estudiadas a nivel
de PiMl, PiM2 y PiM3, ¥y una muestra de pigemeos y otra de japoneses

en las cuales se analizan los cuatro subtipos de PiM.

Con respecto a los datos europeos, las muestras africanas
se caracterizan por presentar las frecuencias mundiales m&s bajas de
PiMZ. Por otra parte, los valores africanos de piM3 quedan incluidos
dentro del intervalo de variacidén encontrado en Europa. Una nota carac~
teristica es la ausencia del alelo PiM4 en el grupo de Pigmeos estudia-

do por Constans et al. (1981).

La serie japonesa difiere de las poblaciones hasta ahora

citadas por presentar la frecuencia mas elevada de PiM2 descrita hasta
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- M4 . .
la fecha. Asimismo, el alelo Pi muestra un valor claramente inferior
a los observados en poblaciones europeas, no pudiéndose hacer ninguna
referencia a las poblaciones africanas debido a que en éstas el alelo

M4, : . X . .
Pi s6lo ha sido analizado en la serie de Pigmeos antes mencionada.
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PARTE IV

b. DISTANCIAS GENETICAS:

ESTUDIO COMPARATIVO UTILIZANDO VARIOS CARACTERES SIMULTANEAMENTE






6.1 DISTANCIAS GENETICAS

6.1.1 CONCEPTOS GENERALES

El andlisis de diversos polimorfismos genéticos en distin-
tas poblaciones humanas posibilita la caracterizacidén de las mismas
en funcién de sus frecuencias génicas. Este tipo de anédlisis es, en
realidad , una técnica de aplicacién general, habiéndose demostrado

también su utilidad en la descripcidn de poblaciones de otras especies.

Un tipo de tratamiento objetivo de esta informacidén lo
proporciona el estudic de las distancias genéticas. Una dispancia gené-
tica es una funcién que, a partir de unos determinados datos genéticos,
cuantifica el grado de diferenciacién o distancia entre dos poblacio-
nes. Asi pues, cuando se dispone de las frecuencias génicas en diferen-
tes loci, correspondientes a una serie de poblaciones, los métodos

de distancia genética pueden utilizarse para analizar las relaciones

existentes entre las mismas.

En realidad, las distancias genéticas basadas en frecuen-
cias génicas no son sino un caso particular dentro de una categoria
mids general de métodos que pueden designarse como "Distancias biold-
gicas". Segin Constandse-Westermann (1972) por '"distancia biolégica"
se entiende una medida de la diferencia o de su complementaria, la
seme janza, entre dos poblaciones, determinada en funcién de la informa-

cién disponible sobre distintos caracteres biolégicos.

Las distancias biolégicas pueden considerarse como una
simple expresién del grado de diferenciacidén o afinidad entre poblcio-
nes o, incluso, interpretarse filogenéticamente. En efecto, las dife-
rencias existentes entre las poblaciones actuales pueden considerarse,

en cierto modo, como el resultado de la actuacién de diversos procesos
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evolutivos, por lo que las medidas de distancia constituyen un buen
punto de partida para las investigaciones sobre los factores que han
determinado la diferenciacién de las poblaciones. Las medidas de dis-
tancia pueden utilizarse en estudios de relaciones entre poblaciones

como cluster analysis, construccidén de arboles filogenéticos, etc.

En la actualidad, se dispone de un gran nimero de medidas
de distancia genética propuestas'pof diferentes autores. Esta variabi-
lidad es un reflejo de la diversidad de criterios existentes con res-
pecto a las caracteristicas bioldégicas y/o matemdticas que debe cumplir

una distancia biolégica.

Los indices de distancias estan definidos sobre pares de
poblaciones caracterizadas por las frecuencias o estimas de las distri-
buciones de diversos caracteres. Ahora bien, la distancia puede ser
determinada segin criterios diferentes (como un simple promedio de
las diferencias, o como la longitud de un vector diferencia en un espa-
cio multidimensional, etc.), por lo que el valor de la distancia obte-

nido, en cada caso, dependera de:

- la caracterizacién de las poblaciones elegidas
- los caracteres estudiados

- el coeficiente de distancia aplicado

El calculo de distancias plantea problemas de estimacidn
estadistica relacionados con el tipo de métrica utilizado, con la de-
pendencia o independencia de los caracteres estudiados, etc. En gene-
ral, el tipo de caracteres empleados condiciona, en parte, los métodos
matematicos a aplicar. Desde el punto de vista operacional, los carac-
teres bioldgicos pueden dividirse en cuantitativos y cualitativos.
A este respecto, se han disefiado coeficientes de distancia para carac-
teres cuantitativos, cualitativos y para ambos a la vez (Constandse-

Westermann, 1972).
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Dado que en el presente estudio se trabaja con frecuencias
génicas de loci polimérficos que pertenecen a la categoria de caracte-
res cualitativos, el interés se centra en los coeficientes de distancia

propuestos para este tipo de caracteres.

6.1.2 INDICES DE DISTANCIA QUE UTILIZAN DATOS SOBRE MARCADORES GENETI-

Cos

Se conocen numerosas medidas de distancia genética que
utilizan caracteres cualitativos, cuya clasificacién puede realizarse
atendiendo a diversos criterios, tal como se manifiesta en las diferen-
tes revisiones existentes sobre el tema (Constandse-Westermann, 1972;
Gower, 1972; Prevosti, 1974; Ocafla, 197%5; Wright, 1978; Jorde, 1980;
Laluoel, 1980).

La mayor parte de los indices propuestos estiman las dis-
tancias genéticas a partir de frecuencias génicas obtenidas en el ana-
lisis de muestras poblacionales. Esto implica que todos los coeficien-
tes de este tipo estdn basados en la aceptacidén de un minimo de supues-
tos genéticos (existencia de panmixia, ausencia de seleccidn, etc.)
necesarios para poder caracterizar a las poblaciones en funcidén de

sus frecuencias génicas.

En relacién con lo anterior, los diferentes indices de
distancia pueden clasificarse, segin Lalouel (1980), en dos grandes

categorias:

A.- Aquellos que estdn basados Unicamente en el minimo
de supuestos genéticos, mencionados anteriormente, y cuya construccidén

es principalmente un problema estadistico. Estos coeficientes pretenden

simplemente cuantificar el grado de diferenciacidén existente entre

las poblaciones.

- 691 -



B.~ Indices que implican la aceptacién de un modelo genéti-
co sobre el proceso de diferenciacién de las poblaciones. Con estas
medidas se intenta, ademds de describir las diferencias existentes
entre las poblaciones, obtener informacidén sobre los factores que han
determinado dicha diferenciacién (sobre el significado biolégico de

dichas diferencias).

A.- Dentro de esta categoria cabe mencionar, entre otros:

1- Los coeficientes mas sencillos que estiman la distancia
sumando sea las diferencias absolutas, o bien las diferencias cuadrati-
cas entre las frecuencias génicas de dos poblaciones. Entre estos se
encuentran los indices propuestos por Sphuler (1954), Smith (1977),
Livingstone (1963), etc. En el presente trabajo se ha utilizado el
indice de Prevosti (1974) que puede emplearse con resultados satisfac-

torios en la comparacién de frecuencias génicas humanas.

2- Los métodos basados en el mismo principioc de la x% en
los cuales las diferencias estdn referidas a los "valores esperados"
obtenidos a partir de las dos poblaciones, basi&ndose en la hipdtesis
nula de que las dos muestras poblacionales han sido extraidas del mismo
colectivo. Los '"valores esperados' utilizados son los promedios simples
o ponderados de las frecuencias observadas en las dos poblaciones com-

paradas. A este tipo pertenece el indice G2 de Sanghvi (1953).

3- Estrechamente relacionados con el indice G2 del apartado
anterior, estan ios métodos formalmente andlogos a la distancia genera-
lizada de Mahalanobis. Estos indices expresan las diferencias entre
las frecuencias de las poblaciones en funcidén de la matriz de disper-
sién comin de los grupos estudiados. El uso de esta matriz de varian-
zas-covarianzas es un procedimiento para transformar el espacio vecto-
rial donde estan situadas las poblaciones, cuya base estd formada por

vectores no perpendiculares,en un espacio ortonormal.

Estas distancias son equivalentes a la distancia euclidea
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usual y entre ellas se cuentan el "Dk2“ de Steinberg et al. (1966),
el '"new Dkz" de Kurczynsky (1970), y los coeficientes B2 y Gc2 de Bala-
krishnan y Sanghvi (1968).

Los dos primeros utilizan una matriz de varianzas-covarian-
zas comin solamente a las dos poblaciones comparadas, mientras que
en 82 y Gc2 se emplea una matriz de dispersién comin a todo el conjunto
de poblaciones estudiadas haciendo depender, de este modo, la distancia

genética de culles sean las poblaciones de las que se tienen datos.

4- La distancia de Rogers (1972) es similar a las citadas
en el apartado anterior. Estad basada en un producto escalar equivalente
al usual en Rn, pero no tiene en cuenta la ausencia de perpendiculari-

dad entre los ejes del sistema de representacién de las poblaciones.

5- Otro grupo de distancias lo constituyen las que utilizan
una transformacidén angular de las frecuencias génicas, a fin de estabi-
lizar las varianzas de dichas frecuencias haciéndolas practicamente

independientes de los valores de éstas. Se emplean dos clases de trans-—

formaciones angulares:

1
la propuesta por Fisher: 6 = sen l(p)/z,

y la descrita por Grewal:® = sen—l(l—Zp)-

A este grupo pertenecen los indices '"distancia-arco" y

"distancia-cuerda'" de Cavalli-Sforza y Edwards (1967), la distancia

"E" de Edwards (1971), el indice St de Steward (Prevosti, 1974), el

de Grewal (1962), etc.

6— Existen otros coeficientes basados en la probabilidad

de que al extraer al azar dos alelos, uno de cada poblacién, éstos

sean idénticos, como el indice Sn de Sneath (Sokal y Sneath, 1963).

7- Levontin (1972) define la distancia genética en términos

de diversidad inter- o intra-grupos, y propone un indice, H, similar
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al de Shanon-Wiener usado en Ecologia para medir la diversidad de las
comunidades. El1 valor de este coeficiente aumenta cuanto mayor sea
el numero de alelos en un locus, pero es poco sensible para diferencias
de frecuencias inferiores a 0.5, por lo gque su utilidad en Antropologia

esta muy limitada.

8- Otro modo diferente de considerar la distancia genética
viene expresada por el indice de Carlson y Welch (1977) que calcula
el porcentaje de muerte genética que tendria que experimentar cada
poblacidn para que existiera identidad genética entre los grupos com-

parados.

B.- Entre los indices que estén basados en la aceptacién
de modelos genéticos, més estrictos y por consiguiente mas restricti-

vos, se pueden citar:

1- La "prueba biolégica de parentesco" (bioassay of kin-
ship) propuesto originalmente por Morton et al. (1971). Este método
presupone que las poblaciones estudiadas derivan a partir de una su—
puesta poblacién fundadora inicial y que la diferenciacidn entre las
mismas se ha producido por migracién y deriva genética. Las medidas
de distancia de este tipo se basan en la probabilidad de que al extraer
al azar dos genes, en dos poblaciones, éstos sean idénticos por descen-
dencia o parentesco con respecto a la poblacidén fundadora. A partir
de los coeficientes de parentesco se han definido medidas de distancia
tales como el indice "dij2 (Lalouel, 1980) y el coeficiente, ® , de

"hibridity" de Morton et al. (1971).

2- Harpending y Jenkins (1974) han propuesto una medida
de distancia genética (Harpending's sample kinship) basada también
en coeficientes de parentesco, pero calculada a partir de las varianzas

y covarianzas de las frecuencias génicas.
3- Los indices de distancia de Nei (1972, 1978) estan defi-
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nidos sobre la hipétesis de que las poblaciones se han diferenciado
por deriva genética. Al igual que en el modelo anterior de Morton,
también estos indices se basa en la probabilidad de identidad de genes
{(probabilidad de extraer al azar dos alelos idénticos en dos poblacio-
nes), pero parten de definiciones de '"alelismo" diferentes. Asi el
método de Morton estd definido segin el modelo de alelismo denominado
de "alelo-fijado" segin el cual, en una poblacién estén presentes un
nimero determinado de alelos y la poblacidén se halla en equilibrio
estacionario. Las medidas de Nei parten de un modelo de "alelo-varia-
ble" segin el cual se puede considerar gque en un locus determinado
pueden aparecer, a lo largo del tiempo, una serie casi infinita de
alelos que pueden variar en nimero y en frecuencia. De acuerdo con
este modelo, la identidad de genes por descendencia coincide con 1la

identidad por naturaleza.

En el presente trabajo se ha elegido uno de los indices
de Nei como medida de distancia genética , que serd comentado detalla-

damente mas adelante.

4- E1 modelo filogenético de Cavalli-Sforza y Edwards
(1967) intenta reconstruir la filogenia de las poblaciones actuales
a partir de las diferencias en las frecuencias génicas existentes en
dichas poblaciones. Este modelo también estd basado en suponer que
las poblaciones se han diferenciado por deriva genética en ausencia
de mutacién, seleccidén y migracién, y que ademds, las tasas evolutivas

son constantes para cada una de ellas.

Ante tal profusién de coeficientes, surge la cuestién de
cudl es la "mejor" medida de distancia genética. Cada uno de los indi-
ces propuestos presenta una serie de ventajas y de inconvenientes por
lo que, en general, la seleccién del indice apropiado dependera de
las caracteristicas de los datos y de la finalidad tedérica perseguida,

A este respecto, Jorde (1980) recomienda el uso de los indices de Nei
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para comparaciones macroevolutivas entre especies distintas, ya que
proporcionan una buena estima del tiempo de divergencia y estan rela-
cionados con el fendmeno de sustitucién de codones. Sin embargo, en
estudios de microevolucidén donde los tiempos de divergencia y el nuamero
de sustituciones de codones estan distorsionados por el flujo génico,
este autor considera mds adecuadas otras medidas de distancia bien
definidas desde el punto de vista matemitico-estadistico. En este Glti-
mo caso, cuando los tamafios muestrales no son muy diferentes y las
diferencias de frecuencias génicas son grandes, Gower (1972) aconseja
el uso de medidas similares a la E de Edwards (1971), mientras que
en la situacidén contraria (tamafios muestrales muy diferentes y pequefias
diferencias en las frecuencias génicas) parecen més apropiados 1los

coeficientes relacionados con el G2 de Sanghvi.

En cualquier caso, conviene seflalar que la mayoria de las
medidas de distancia genética estan altamente correlacionadas, oscilan-
do los coeficientes de correlacién entre 0.80 y 0.95 en los numerosos
estudios realizados hasta la fecha (Jorde, 1980). También se han calcu-
lado (Hedrick, 1978%) correlaciones entre distintos indices de distan-
cias aplicados a distintas distribuciones tedricas de las frecuencias
génicas (unimodal, bimodal, uniforme, etc.), habiéndose encontrado

correlaciones siempre superiores a 0.85.

6.1.3 CALCULO DE LAS DISTANCIAS GENETICAS

El célculo de las distancias genéticas se ha llevado a
cabo por ordenador aplicando el programa BIOSYS-1, en FORTRAN IV, dise-
flado para el andlisis de la variabilidad alélica de polimorfismos di-
versos. Este programa realiza distintos tipos de andlisis como el cal-
culo de frecuencias génicas, medidas de variabilidad genética, ajuste
al equilibrio Hardy-Weinberg, el estadistico F, el andlisis de la hete-

rogeneidad mediante el test de y?, distancias genéticas seglin distintos



indices, también construye dendrogramas utilizando el "cluster analy-

sis" y estima filogenias por el procedimiento de la distancia de

Wagner.

Con respecto a las distancias genéticas, el programa

BIOSYS~1 calcula diversas medidas de similaridad y distancia utilizando

los trece indices de distancia siguientes:

H

[w i)

el programa BIOSYS-1,

"unbiased identity" (identidad insesgada) de Nei (1978)

"unbiased distance" (distancia standard insesgada) de Nei

(1978)

identidad de Nei (1972)

: distancia standard de Nei (1972)

"unbiased minimum distance" (distancia minima insesgada) de

Nei (1978)

: distancia minima de Nei (1972)

Similaridad de Rogers {(1972)

distancia de Rogers (1972)

: distancia de Rogers modificada segin Wright (1978)

: distancia de Prevosti (1974)
: distancia-cuerda de Cavalli-Sforza y Edwards (1967)

. distancia-arco de Cavalli-Sforza y Edwards (1967)

: distancia de Edwards (1971)

Entre los trece coeficientes de distancias que calcula

se han elegido tres de ellos en representacidn

de los diferentes tipos de medidas estimadas:

— uno de los indices de Nei, la distancia D 'standard",
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~ el indice de Prevosti (1974) que expresa la distancia
genética de una forma absoluta, sin otro tipo de implica-

ciones.

~ E1 coeficiente "E" de Edwards (1971) que utiliza la trans

formacién angular de las frecuencias génicas.

6.1.4 INDICE "D'" DE NEI (1972)

En 1972, Nei propuso tres medidas de distancia genética,
la distancia minima Dm, la distancia D, llamada posteriormente '"stan-
dard" (Nei, 1973), y la distancia mé&xima D', basadas en el concepto
de identidad genética tanto intra como interpoblacional, es decir,
en la probabilidad de que al extraer al azar dos alelos, en una pobla-
cidén o uno en cada una de ellas, éstos sean idénticos. Estos tres indi-
ces éonstituyen métodos estadisticos mediante los cuales se intenta
estimar el nimero de diferencias de nucledétidos o de codones por locus,

a partir de estos datos sobre frecuencias génicas.

Posteriormente, Nei y Roychoudhury (1974) estudian las
varianzas interloci e intralocus, de las distancias génicas, dado que,
en la priactica, se trabaja con un nimero reducido de loci con respecto
al genoma completo de la especie, asi como con una muestra de indivi-
duos (genes) y no con la poblacién entera. Nei (1978) evalla los sesgos
sistematicos implicados en el célculo de las distancias genéticas entre
muestras poblacionales y propone tres métodos para obtener medidas
"insesgadas" (unbiased) de los tres indices anteriores: Bm (unbiased
minimum distance), D (unbiased distance) y D'(unbiased maximum distan-

ce).

De entre los seis indices de similaridad y de distancia
de Nei se ha elegido para.el presente trabajo la distancia "D standard"
calculada mediante el programa BIOSYS-1. Las razones de esta eleccidn
son varias. En primer lugar, con respecto a los indices de identidad

genética, éstos (I e I), proporcionan una medida de semejanza genética,
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comglementaria l6gicamente a la de distancia, pero por razones de uni-
formidad se ha preferido la medida D de distancia. Por otro lado, en
comparacidén con el indice D elegido, la distancia minima Dm puede pro-
porcionar en muchos casos una subestima importante de la distancia
genética (Nei, 1973) y, concretamente, en nuestro caso, una notable
proporcidén de valores Dm resultan ser nulos. Por Gltimo, en relacién
a los indices "insesgados'" cabe mencionar, como indica el mismo autor
(Nei, 1978), que las diferencias entre los métodos ''sesgados" e "inses-
gados" es muy pequefia cuando los tamafios muestrales son superiores
a 50, que seria nuestro caso. Ademds, los indices de tipo "insesgado"
calculados por el BIOSYS-1l dan valores de distancia muy pequefios, mu-

chos de los cuales son nulos.

Distancia D "standard".- Nei (1972) definié la distancia

D "standard" a partir de la identidad de genes, del siguiente modo:

Sean x, e y. las frecuencias de los alelos "i" de un locus
i i

"j", en las poblaciones X e Y, respectivamente. La probabilidad de

que dos genes extraidos al azar, sean idénticos es igual a:

jX = inz , Si los genes proceden de la poblacién X
Jy = Zyi2 , si los genes proceden de la poblacién Y
jXY = inyi , si uno es tomado de X y otro de Y

Nei define la identidad genética normalizada entre las

poblaciones X e Y, con respecto a todos los loci, como:

JXY

JXJY

donde JX’ JY y JXY son las medias aritméticas de jX’ jY
respectivamente, para todos los loci incluyendo también los

y ny’
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loci monomérficos.

A partir de la identidad normalizada de genes, la distancia

genética D, entre las poblaciones X e Y, se formula como:

D=-1InT1

Esta medida de distancia, si bien est&d basada en aceptar
que la diferenciacidén de las poblaciones ha tenido lugar por deriva
genética, presenta propiedades interesantes. Asi, si la proporcidn
de sustituciones génicas por afio es constante, estid linealmante rela-
cionada con el tiempo evolutivo. Asimismo, en algunos modelos de migra-
cién estéd linealmente relacionada con la distancia geografica (Nei,

1972).

6.1.5 INDICE DE PREVOSTI (1974)

Este indice constituye una de las medidas méas simples de
distancia, ya que utiliza directamente el promedio de las diferencias
entre las frecuencias alélicas en distintos loci. Prevosti formula

este coeficiente del siguiente modo:

r Sj;
D = 1/2r ? E Ipljk - p2jk'
J k=1

]

donde r es el naimero de loci considerados, y
pljk y p2jk son las frecuencias del alelo k
(k =1, 2,..., Sj) del locus j (j =1, 2,¢i.., )

en las poblaciones 1 y 2, respectivamente.

Este coeficiente proporciona una medida de distancia que
expresa directamente las diferencias absolutas entre las frecuencias
génicas de dos poblaciones y es independiente de cualquier hipdtesis
o modelo sobre el proceso de diferenciacidn de las mismas. Esta medida

depende solamente de las diferencias globales entre las frecuencias
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génicas independientemente del nimero de alelos existentes en cada
locus y del nimero de loci considerados. Ademds, no tiene en cuenta

las posibles correlaciones entre alelos y entre loci (Prevosti, 1974;

Ocafia, 1975).

Los valores proporcionados por este indice pueden servir
como punto de comparacién con respecto a los otros dos métodos elegidos
(Nei, 1972; Edwards, 1971) que estén basados en modelos sobre el proce-

so de diferenciacién de las poblaciones.

6.1.6 INDICE "E" DE EDWARDS (1971)

Utilizando 1la transformacidén angular sugerida por Fisher
(sen® & = p), Cavalli-Sforza y Edwards (1967) proponen como medida
de distancia genética entre dos poblaciones el arco correspondiente
al angulo (8 ) formadoe por los vectores de las raices cuadradas de
las frecuencias de los k alelos de un locus, en cada poblacidén. Desde
el punto de vista geométrico, esta transformacién equivale a un siste-
ma de representacidn para las poblaciones que tienen como ejes de coor-
denadas las raices cuadradas de las frecuencias alélicas. De este modo,
las poblaciones quedan representadas por puntos sobre la superficie

de una seccidn 2-k de una hiperesfera de radio unidad, de k-1 dimensio-

nes.

Sin embargo, como indican los mismos autores, en algunas

aplicaciones concretas el hecho de tener un espacio poblacional curvado

puede ser un inconveniente. La solucidén seria buscar una proyeccidn

del mismo en un espacio euclideo. Para ello se han propuesto dos proce-
dimientos. E1 mas simple consiste en utilizar como distancia la cuerda
(C) correspondiente al arco-distancia (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967),

lo cual resulta ser una buena aproximacién, en algunos casos. El otro

método, mateméticamente mas elaborado, lleva a cabo una proyeccidn

estereografica del espacio poblacional curvado en un espacio euclideo

de k-1 dimensiones (Edwards, 1971; Edwards y Cavalli-Sforza, 1972; Edw-

[T

ards, 1974). R

-
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En el presente estudio, se han calculado estas tres medidas
de distancia: el arco, la cuerda y el indice "E", con resultados muy
similares entre si. Dado que los tres coeficientes mencionados han
sido propuestos de un modo progresivo para solucionar algin inconve-
niente planteado por los anteriores, se ha elegido el indice "E" para

el estudio comparativo.

Edwards formula la distancia "E" al cuadrado entre dos

poblaciones, para un locus con k alelos, del modo siguiente:

k
k
(1 + i \’pli/k) (1 + > \’pZi/k)

siendo Py; ¥ Doy las frecuencias del alelo "i" en las

poblaciones 1 y 2 respectivamente.

En el caso de una sustitucién génica total el valor de
E es igual a ®/2, por lo que conviene tomar a n/2 como unidad de dis-
tancia, y por tanto, expresar la misma en términos de 2/v. De este modo

la formulacién del indice "E", resulta ser (Edwards, 1974):

k

a2 L- Z P11 Pai

k

(1 + Z_ Py /K) (1 + RZ_ \’pei/k)

Cuando se consideran varios loci independientes, la infor-
macién proporcionada por cada uno de ellos puede combinarse aplicando
el teorema de Pitagoras en un espacio multidimensional, lo cual corres-
ponde a la raiz cuadrada de la suma de los valores E?, obtenidos para

cada uno de los loci.
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Estos métodos, si bien se basan en admitir que las pobla-
ciones se han diferenciado por deriva genética, son clésicos en 1los
estudios de distancias y, ademds, presentan la ventaja de estabilizar

la varianza de las frecuencias génicas mediante la transformacién angu-

lar de las mismas.

6.2. ANALISIS "CLUSTER" (CONSTRUCCION DE DENDROGRAMAS)

Para obtener una mejor comprensién de las interrelaciones
expresadas por una matriz de distancias (o similaridades), pueden apli-
carse diversos tipos de métodos analiticos. En general, el objetivo
de dichos métodos es simplificar la descripcidén del problema multidi-
mensional proporcionando una representacidén grafica en dimensiones
reducidas de las relaciones interpoblacionales a partir de la informa-

cién suministrada por las distancias (Gower, 1972; Cuadras, 1981).

El andlisis "cluster" es un método analitico usado en Taxo-

nomia Numérica, que puede aplicarse a la descripcidén de matrices de

distancia genética. En este caso, aplicando los principios de la Taxo-

nomia Numérica, se intenta construir una clasificacidén jerarquica de

las poblaciones consideradas basandose en las semejanzas o diferencias

estimadas mediante un indice de distancia genética.

En lineas generales, una clasificacidén jerarquica se forma

mediante la obtencidén de sucesivas particiones ('"clusterings'), organi-

zadas en niveles respectivamente mayores. Cada particidén estd formada

por clases disjuntas ("clusters'") siendo los elementos de una clase

razonablemente homogéneos. Asi pues, en una clasificacién de este tipo,
se establecen grupos que se van fusionando progresivamente en otros

cada vez mas amplios, a medida que decrece la homogeneidad entre los

mismos.

El punto de partida es una matriz de distancias que expresa

dos a dos, las diferencias o semejanzas entre los distintos elementos

a clasificar. A partir de esta informacién, se pueden construir

- 703 -



las particiones (“clusterings") mediante un algoritmo de clasificacidn,
y se obtiene como resultado una jerarquia indexada cuya representacién
gréfica es un dendrograma. El dendrograma lleva asociada una escala
donde se indica el indice (d) de la jerarquia que cuantifica de algin
modo, las diferencias (o similitudes) entre las diferentes clases.
A medida que aumenta el nivel de una clase, aumenta el indice d, es

decir, disminuye la similaridad entre los elementos de la clase.

Existen distintos tipos de algoritmos de clasificacidn
(Sokal y Sneath, 1963). En el presente trabajo se ha utilizado el méto-
do UPGMA ("Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages")

propuesto por Scokal y Michener, para la obtencidén de los dendrogramas.

Coeficiente de correlacidn cofenética (rc).— En la préacti-

ca, y ya que normalmente no se parte de una matriz de distancias ultra-
métricas (que cumplen el axioma ultramétrico: d(i,j) < sup.{d(i,k),
d(j,k)}), la aplicacién del algoritmo de clasificacién implica una
transformacidn de la distancia inicial en ultramétrica a partir de
la cual se construye la clasificacién jerarquica. Como consecuencia
de esta transformacién, se produce una cierta distorsién entre la ma-

triz de distancia inicial y la matriz ultramétrica.

El coeficiente de corrélacién cofenética, r, (0g r < 1)
mide el grado de distorsién entre ambas matrices y, por tanto, propor-
ciona una medida de la calidad de la clasificacién obtenida. Cuando
rc es préximo a la unidad, existe una clara estructura jerarquica entre
los objetos clasificados, mientras que los valores bajos de rc indican
una distorsién notable entre las distancias iniciales y las que resul-

tan del dendrograma obtenido.

En el presente trabajo se ha realizado el "hierarchical
cluster analysis" mediante la aplicacidén del programa BIOSYS-1 ante-
riormente mencionado, que construye los dendrogramas correspondientes
a las distintas matrices de distancias utilizando el algoritmo UPGMA,

y proporcioma asimismo los valores rc de los coeficientes de correla-
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cidén cofenética.

6.3 METODOLOGIA

Cuando se pretende realizar un estudio de distancias gené-
ticas, se plantean dos problemas importantes de indole practica inme-
diata, uno es la caracterizacién o definicién de las poblaciones a
comparar y otro es la eleccién del nlmero de caracteres en funcién
de los cuales se desea llevar a cabo la comparacién. Estas dos cues-

tiones estin estrechamente relacionadas y, en la practica, se condicio-

nan mutuamente.

Las poblaciones utilizadas para el andlisis de las distan-
cias son las estudiadas por diversos autores en distintas 4reas geogra-
ficas. Las frecuencias sobre los diversos marcadores en cada poblacidn
han sido tomadas a partir de los cuadros de datos indicados anterior-
mente para cada uno de los loci estudiados. Dado que en la bibliogra-
fia consultada no se dispone de muestras poblacionales en las que se
hayan estudiado los mismos polimorfismos que en la serie de Menorca,
los datos para los distintos caracteres en las poblaciones comparadas
corresponden frecuentemente a los obtenidos por diferentes autores

en diversas muestras de la misma poblacidn.

Ademés, cabe indicar que cuando para una poblacidén concreta
y un caracter determinado se citan varios estudios en distintas mues-
tras, los criterios seguidos para elegir una como més representativa
han sido el mayor tamafio muestral y el estado de equilibrio Hardy-Wein-

berg.

En algunos casos, se han realizado agrupaciones de dos
paises vecinos con el fin de tener informacién sobre un area geografica

determinada, como en el caso de Escandinavia (Suecia y Noruega), Paises

Bajos (Bélgica y Holanda), etc., cuando los datos disponibles sobre
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cada uno de los dos paises en cuestidn no abarcaban a todos los carac-

teres considerados.

Por Gltimo, en relacidén a los grupos poblacionales utiliza-
dos para el analisis de las distancias, se han considerado tres grupos
cada vez mas amplios, siguiendo el orden establecido a lo largo de
todo el trabajo:

- poblaciones de la Peninsula Ibérica, donde se incluyen también
las series insulares de Canarias y del archipiélago Balear,
-~ poblaciones del &rea circunmediterrénea,

- poblaciones del Centro y Norte de Europa.

Los caracteres empleados, en nuestro caso ldégicamente vie-
nen determinados por los dieciseis loci polimérficos analizados en
la poblacidén de Menorca que constituyen el objeto del presente trabajo.
Sin embargo, a fin de poner de manifiesto el grado de informacidn que
proporcionan los distintos tipos de marcadores utilizados sobre las
diferencias existentes entre las poblaciones, el andlisis de las dis-

~

tancias genéticas se ha realizado atendiendo a:

- Grupos sanguineos. Se han empleado los sistemas: ABO, Rh, MNSs,
Kell, P y Duffy, habiéndose presciﬁdido del sistema Lewis ya
que de lo contrario se reducia- excesivamente el nimero de pobla-
ciones a comparar.

- Enzimas eritrocitarios: ACP, ADA, 6-PGD, EsD y GLO I.

- Proteinas séricas. En este caso, debido al escaso numero de
estudios poblacionales exiétentes en relacién a los subtipos
de Hp, Tf, Gc y Pi, son muy pocas las poblaciones en las que
se ha analizado la distribucidén de los subtipos de estos cuatro
marcadores. Por ello, se ha considerado oportuno llevar a cabo
el andlisis de las distancias tanto a nivel de tipos como de
subtipos.

- Por dltimo, a modo de compendio, se ha atendido simulténeamente

a todos los sistemas antes indicados.
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