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3.4.9. EL ANTIGENO c”

El C¥ es un antigeno del sistema Rh controlado genéticamen-
te por un alelo del locus C/c. Dicho antigeno fue descubierto por
Callender y Race (1946) al identificar su anticuerpo especifico en el

suero de una mujer politransfundida con lupus erythematosus diffusus.

Este antigeno se presenta con baja frecuencia, siendo inte-
resante desde el punto de vista antropolégico y clinico, ya que se le
ha relacionado con reacciones transfusionales y la enfermedad hemoliti-

ca del recién nacido (Loghem et al., 1953; Lawler y van Loghem, 1947).

. . AW X
El anticuerpo anti-C se encuentra generalmente en los in-
dividuos asociado con anti-C, y parece presentar un marcado efecto de
. . . . WAW
"dogis" reaccionando mds fuertemente con homozigotos C C que con los

heterozigotos (CYC y c%e).

La determinacién del antigeno c¥ en la serie de Menorca, ha
permitido la identificacidén de 9 individuos portadores de dicho anti-

geno cuyos fenotipos figuran en el cuadro 3.27.

Cuadro 3.27: Fenotipos c¥ en la serie de Menorca.

Fenotipos F. Obs.
w

C".D.Ee - (0.00 %)
w

C".D.ee 2 (0.44 %)
c¥cD.Ee 1 (0.22 %)
W

C'cD.ee 6 (1.31 %)

Total CY+ 9 (1.97 %)

Nimero total de la muestra 457 individuos.

- 159 -



0861 ‘TeJIOW 66°0 9 T 2 L6°1 6 LSV esaousy

966T ‘sTnyualIN T T 05°0 z 86¢ eTouRdy Soose,

1667 ‘opTeH T §5°0 1 181 eTouety soosep

696T ‘J3UUQY-UOTTYEY 95°0 2 TI°T 2 622 serJaeue)
9961 ‘°Te 38 s3jaeqoy L2°0 1 GG°0 T c8T serJeue)
LL6T ‘outiop £ orrrduweg 68°0 L 08L DTJIPEN
2861 ‘‘Te 35 oudaoy 95°0 1 € 2T°1 v LSE euoSedae],
0861 ‘TeJol £ ousJoW ve 1 € T € 8y 2 L z8e 'UOISY
08-646T ‘°Te 39 sel € £ g G0°T 1T ErOT eUOT9OIBg
SerousIsgay (%)°q,0 99°@2,D 23*@2,0 °°°Q",0 (%),0 +0 N uoIoBTqod

‘sosedURII SO00SEA 9p A seTouedse seuotoeqod us w0 ous3Ijue [sp UQIONQTJI}STQ :82°€ odpeny

160 -



Tal como se indica en el apartado 3.4.6.B.2. (pdgina
116), todos los individuos Cw+ han sido considerados como heterocigotos
y portadores del haplotipo CwDe, por lo que la frecuencia del alelo c¥

y la del haplotipo c"De coinciden.

c¥ 0.0098

cpe  0.0098

Comparacidn de la serie de Menorca con otras poblaciones peninsulares.

Los datos de que se dispone en la actualidad sobre el gen
c* en poblacidén espafiola (cuadro 3.28) son muy escasos, por lo que no
es posible establecer de una manera precisa la distribucién de dicho an

tigeno en la Peninsula Ibérica.

Las frecuencias del antigeno c* oscilan entre 0.5 y 2.5 %,
correspondiendo los valores minimos a las muestras de vascos y a la de
Canarias estudiada por Roberts et al. (1966), mientras que el méximo

coincide con el obtenido en la serie de Gerona (Moreno y Moral, 1980).

En el cuadro 3.29 se expresan los resultados de la compara-
cién para el antigeno c¥ entre las distintas muestraslconsideradas, me-
diante el método de tratamiento exacto de las tablas 2 x 2 propuesto
por Fisher (1949). Como consecuencia de estas comparaciones, la serie
de Menorca presenta diferencias estadisticas tGnicamente con la de vas-
cos franceses Nijenhuis, 1956). Estos resultados parecen indicar la
existencia de una homogeneidad dentro del conjunto de poblaciones ana-

lizadas, entre las que quedaria un poco aparte la serie de Gerona.

Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterréneas

¥ del Centro y Norte de Europa.

En el cuadro 3.30 se muestran los resultados obtenidos para

. w . . . . .
el antigeno C en diversos grupo% de poblacidén europea y mediterranea,
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cuya reparticidén geografica se halla representada en la figura 3.42.

Los valores C" en el conjunto de grupos comparados, oscilan
aproximadamente entre 0 y 8 %, destacdndose la muestra de Lapones de

Suecia con una proporcidn de c”¥ del 20.29 %

En general, puede apreciarse una disminucién de las frecuen
cias de ¢” en el sentido norte-sur y este-oeste (Mds et al., 1979-80).
Asimismo, en alguna zona geografica se observa una gran disparidad en
los valores Cw, como ocurre en las distintas series de Cerdefia donde

las frecuencias varian desde O hasta 5.02 %.

La comparacién para el antigeno c¥ entre la muestra menor-
quina y el resto de poblaciones europeas y mediterrdneas (cuadro 3.30),
permite apreciar una cierta homogeneidad de la serie estudiada con la
mayoria de poblaciones de Europa occidental, observéndose por otra par-
te diferencias claramente significativas con otros grupos de la mitad
oriental del continente europeo, asi como con algunas muestras del Me-

diterréaneo.
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Cuadro 3.30: Distribucidén del antigeno ¢” en diversas poblaciones euroveas y mediterrdneas.

Fisher
Poblacidn N ¥ c*(%) 2x2 Referencias
Alemania occidental 5622 172 3.06 0.051 Walter et al., 1978
Alemania oriental 2000 4.00 » Vetter, 1862
Austria. Viena 2407 77 3.20 0.047 « Mayr et al., 1870
Bulgaria. Soffa 1000 37 3.70 0.028 . Popwassilew, 1962
Checoslovaquia. Praga 500 34 6.80 0.000 ¢« Kout, 1962
Finlandia 129 6 4.55 0.060 * Kaarsalo et al., 1962
Francia:
Pir. centrales: 3assin du Salat 261 2 0.77 0.124 » Ruffié, 1958
Bearn 447 a4 0.89 0.092 » Ruffié, 1958
Bigorre 251 3 1.20 0.191 * Ruffié, 1958
Comminges 221 2 0.90 0,168 ¢ Ruffié, 1958
Pays de Foix 625 4 0.64 0.033 » Ruffié, 1958
Tarn 299 3 1.00 0.146 * Ruffié, 1958
Céreega ' 132 0  0.00  0.100 . Ikin, 1963
Grecia:
Continente 114 2 1.75 0.298 Tsiakalos et al., 1978
Griegos 119 5.04 0.047 « Choremis et al., 1957
Holanda: 839 14, 1.67 0.158 * Ni jenhuis, 1961
342 10 2.92 - 0.125 « Heide et al., 1951
Hungria 123 a4 2.25 0.170 * Rex~-Kiss et al., 1966
Inglaterra: 1491 34 2.28 0.138 + Callender et al., 1946
1073 27 2.52 0.124 * Race et al., 1948
Irlanda del Norte 319 9 2.82 0.140 « Teesdale et al., 1970
Islandia 2056 22 1.07 0.053 « Bjarnason et al., 1968
Italia:
Gorizia 3054 76 2.48 0.111 « Lanzino et al., 1977
Lombardia 169 2 1.18 0.237 * Ceppelini, 1952
Milén 1000 19 1.90 0.161 + Carcassi et al., 1957
Piemonte 1026 15 1.46 0.217 » Cagliero et al., 1959
Ferrara 279 1.79 0.131 * Ceppelini, 1952
Toscana 1028 0.00 0.000 » Nieri, 1969
Lazio 1009 38 3.77 0.025 - Angelini et al., 1960
Sicilia 181 0.53 0.131 * Loghem et al., 1952
Cerdefia 1000 0.00 0.000 * Granata et al., 19858
Cerdefia (Desulo) 299 15 5.02 0.012 + Carcassi et al., 1957
Cerdefla {Orosei) 286 1.78 0.215 + Carcassi et al., 1957
Cerdefia (Tonara) 100 3 3.00 0.217 * Carcassi et al., 1957
Noruega. Oslo 2750 32 2.98 0.062 * Kornstad, 1959
Polonia 671S 328 4.88 0.001 * Socha, 1966
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Fisher

Poblacidn N C'+ c¥(%) 2x2 Referencias
Polonia 738 56 7.62 0.000 « Trembaczowska, 1965
Suecia ) 8297 331 3.99 0.008 + Heiken et al., 1966
Suiza 2694 60 2.23 0.134 « Beringer, 1967
U.R.S.S.:
Lituanos 172 12 6.98 0.003 *» Race et al., 1948
Siberia 106 7 6.60 0.014 ¢ Rychkov et al., 1969
Mosci 2850 178 6.2% 0.000 e Bashley, 1964
Georgia 643 6 0.93 0.073 » Verbitsky et al., 1972
Lapones: '
Noruega 183 14 7.65 0.001 * Allison et al., 1352
Finlandia 3z4 11 3.40 0.084 » Eriksson et al., 1966
Suecia 419 8% 20.29 0.000 ¢ Beckman et al., 1959
Turquia 118 0 0.00 0.124 . Aksoy et al., 1958
Libia 300 0 0.00 0.010 » Simonovic et al., 1870
Argelia 100 2 2.00 0.302 « Auzas, 1956

* Cit. Mourant et al., 1976.
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3.4.10 EL ANTIGENO D"

Dentro del sistema Rh, el antigeno DY estd controlado gené-
ticamente por un alelo del locus D/d. Dicho antigeno, descubierto por
Stratton en 1946, presenta una aglutinabilidad variable seglin el suero

anti-D empleado.

Estudiando la reactividad de sangres D" frente a diversos
sueros anti-D, algunos autores distinguen distintas variantes p¥ (Ra-
ce y Sanger, 1975). Entre ellas, las mds importantes son dos: (1) las
denominadas "D" fuertes'" que reaccionan con ciertos sueros anti-D, y
(2) las mpY débiles" que sélo son identificables mediante el test de la

antiglobulina indirecta.

El antigeno p” desempefia un papel de cierta importancia en
la incompatibilidad Rh, ya que un donante Rh-negativo que tenga el an-
tigeno p" puede provocar una inmunizacién si se transfunde su sangre a
un aceptor Rh-negativo (dd), o un accidente transfusional, que puede
ser grave si el receptor estuviese inmunizado contra el antigeno D.
Asimismo, puede provocar inmunizaciones feto-maternas o cuadros de eri-
troblastosis fetal. Por esta razdén, desde el punto de vista transfusio-

nal, los sujetos p" positivos deben ser considerados como Rh positivos.

La proporcién de D3+ es relativamente elevada en poblacio-
nes del tronco racial negroide, siendo, sin embargo, muy escasa entre
los individuos caucasoides. Por otro lado, parece que la presencia del
antigeno DY se halla asociada a determinados genotipos del sistema Rh.
En este sentido, se considera que en poblacién blanca existen las

siguientes relaciones:

un 30-40 % de los Cde/cde son en realidad CDue/cde
un 7-30 % de los cdB/cde son en realidad cDuE/cde

y un 0.07-0.5 % de los cde/cde son en realidad cDue/cde.

El estudio del antigeno p" en la muestra menorquina ha per-
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mitido la identificacidén de dos individuos DY positivos, cuyos fenoti-
pos son ccDY.Ee y ccD.Ee. En el cuadro 3.31 se expresan los resultados
obtenidos para el locus D/d, indicéandose las proporciones de pY con res
pecto al total de la muestra y en relacién a los individuos dd y Du(+)

conjuntamente.

Cuadro 3.31: Distribucién del antigeno DY en la serie de Menorca.

Fenotipos Fr. Obs. Frecuencia relativa
D + 396
Du+ 2
u
9 —
dd 59 % D /Total = 0.438
% D'/D(-) = 3.279
Total 457

Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones peninsulares.

Los estudios realizados sobre el antigeno DY en poblacién
espafiola son relativamente escasos y corresponden en su mayoria a se-
ries vascas y catalanas. Los datos de que se dispone en la actualidad
figuran en el cuadro 3.32 junto con las frecuencias alélicas pY y las
proporciones Du/Nﬁmero total de la muestra calculadas a partir de los

valores fenotipicos de cada serie.

En el conjunto de las poblaciones comparadas, los valores
del antigeno DY oscilan entre 2.75 % en Canarias (Roberts et al., 1966)
y 0.25 % en vascos (Nijenhuis, 1956). La proporcién de D" en la serie
de Menorca (Du = 0.44 %) puede considerarse incluida entre las bajas

frecuencias encontradas en la Peninsula.
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La evaluacidén estadistica de las diferencias para el antige
no DY entre todas las poblaciones consideradas, se ha llevado a cabo
utilizando el método de Fisher de tratamiento exacto de las tablas 2x2
(cuadro 3.33). La muestra menorquina difiere estadisticamente de los
dos grupos que presentan los valores mds elevados (Canarias y vacos de
de Vizcaya), mostrando por otra parte una cierta homogeneidad con las

tres series de poblacidén catalana.

Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterréneas

y del Centro y Norte de Europa.

A titulo comparativo, en el cuadro 3.34 se indican los re-
sultados para el antigeno Du en diversos grupos de poblacidn europea y
mediterrdnea y su comparacién con la serie de Menorca. La figura 3.43
muestra graficamente la distribucién del antigeno D" (%) en las pobla-

ciones arriba mencionadas.

En el area mediterrdnea se observan porcentajes del antige-
no p" que oscilan entre 0.09 % (Judfos kurdos, Israel) y 13.46 % (Ju-
dios yemenitas, Israel). En general, los valores mas elevados correspon
den a diversos grupos de la zona mds oriental (Grecia, Turquia e Is-
rael) y del norte de Africa (Argelia), mientras que en la parte norocci
dental los valores son notablemente mas bajos (Italia y Peninsula Ibé-
rica) (figura 3.43). En el norte y centro de Europa, las proporciones
del antigeno D" son también muy bajas (0.05-2.00) casi del mismo orden

qQue las encontradas en el Mediterrdneo occidental (figura 3.43).

Al comparar los resultados del antigeno D" entre la muestra
Menorquina (0.44 %) y las demds poblaciones, utilizando el método de
Fisher (cuadro 3.34) se observan diferencias estadisticas con las se-
ries mediterrdneas mds orientales (Grecia, Turquia, Israel) y del norte
de Africa (Argelia) que presentan los valores mds elevados. Por otro
lado puede apreciarse una clara homogeneidad entre Menorca y todas las

Series del centro y norte de Europa a excepcidén de una serie austriaca
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que presenta la proporcidén de D" mas baja del conjunto de poblaciones

comparadas.
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3.5 SISTEMA MNSs

El sistema de grupos sanguineos MNSs estd constituido por
cuatro antigenos principales M, N, S y s cuya transmisidn hereditaria
corre a cargo de dos loci M/N y S/s estrechamente ligados y asignados
al cromosoma 2 en el hombre. Se conocen, asimismo, una serie de varian-
tes antigénicas raras asociadas a este sistema y cuya interpretacidn

genética, en determinados casos, estd por aclarar.

La disponibilidad y fécil utilizacién de los cuatro anti-
sueros anti-M, anti-N, anti-S y anti-s, hacen del sistema MNSs un inte-
resante marcador genético en el andlisis antropoldgico. La importancia
de este sistema en el estudio de poblaciones humanas queda avalada
por el amplio rango de variacidén de las frecuencias de los cuatro ha-
plotipos MNSs, a nivel mundial. Sin embargo, la interpretacién de la
distribucién racial de los grupos MNSs, en términos selectivos, es
una cuestidn meramentelteérica mientras no se conozca el papel fisiold-
gico de los antigenos MNSs y no se disponga de datos sobre la asocia-

cidén con ciertas enfermedades.

Por otro lado, la importancia clinica de los grupos MNSs
es relativa, dado su débil caracter antigénico en el hombre, habiéndose
detectado escasos ejemplos de incompatibilidad transfusional y fetoma
terna causados por estos factores. Sin embargo, son un instrumento

Util en medicina legal para las pruebas de exclusién de paternidad.

3.5.1 LOS GRUPOS MN

En 1927, Landsteiner y Levine descubrieron el sistema de
grupos sanguineos MN, al identificar en el suero de conejos inmunizados
con sangre humana del tipo O~-dos nuevos anticuerpos que denominaron

anti-M y anti-N. Con éstos se podia establecer una clasificacidén de

- 176 -.



las sangres humanas en'tres grupos segin sus reacciones con anti-M,
con anti-N, o con ambos a la vez. Los estudios familiares realizados,
permitieron establecer el caracter hereditario de los grupos MN, cuyo
control genético corre a cargo de un locus autosémico con dos alelos
M y N codominantes, que determinan la presencia del antigeno correspon-
diente sobre los hematies. De este modo, son posibles tres genotipos
que se distinguen fenotipicamente mediante el uso de los antisueros

anti-M y anti-N (cuadro 3.35).

Cuadro 3.35: Grupos MN.

Reaccidén con

Genotipos Fenotipos anti-M anti-N
MM : M + -
MN MN + +
NN N - +

3.5.2 ANTIGENOS Ss

El sistema MN se amplié con el descubrimiento por Walsh
y Montgomery (1947), de un nuevo anticuerpo denominado anti-S en un
caso de eritroblastosis fetal. Poco después, al analizar la distribu-
cién del nuevo antigeno S en los tres fenotipos MN, se comprobd que
dicho antigeno estaba asociado con los factores M y N, aunque no se

trataba de un alelo del locus M/N.

Cuando se descubrié el antigeno S, se utilizd la letra
"s" para indicar su ausencia en los hematies. Sin embargo, en 1951,
Levine encontré en el suero de la madre de un nifio con eritroblastosis,

un anticuerpo que presentaba reacciones reciprocamente relacionadas
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a las del anti-S y que correspondia al antisuero esperado para el anti-

geno ''s',

La presencia de los antigenos S y s también estd determina-
da genéticamente por un par de alelos, codominantes, por lo que se
pueden definir tres fenotipos correpondientes a tres genotipos tal

como se indica en el cuadro 3.36.

Cuadro 3.36: Grupos Ss.

Reaccién con

Genotipos Fenotipos anti-S anti-s
SS S + -
Ss Ss + +
ss s - +

3.5.3 SISTEMA MNSs

Los estudios de segregacidén alélica de los loci M/N y S/s
revelaron que dichos loci se hallan estrechamente ligados con una fre-
cuencia de recombinacién muy baja. Asi pues, quedan definidos cuatro
complejos génicos MS, Ms, NS y Ns, que, dada la constitucién diploide
de cada individuo, determinan la existencia de 10 combinaciones genoti-
Picas posibles y de nueve fenotipos identificables mediante el empleo
de los cuatro antisueros anti-M, -N, -3 y -s, los tres primeros de
tipo completo y el anti-s "incompleto" o ''monovalente". Los genotipos
MS/Ns y Ms/NS no son distinguibles a nivel seroldégico, presentando
ambos el mismo fenotipo MNSs (cuadro 3.37).

-~
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Cuadro 3.37: Sistema MNSs.

Reaccidén con

Genotipos Fenctipos anti-M anti-N anti-S anti-s
MS/MS MS + - + -
MS/Ms MSs + - + +
Ms/Ms Ms + - - +
MS/NS MNS + + + -
MS/Ns MNSs + + + +
Ms/NS

Ms/Ns MNs + + - +
NS/NS NS - + + -
NS/Ns NSs - + + +
Ns/Ns Ns - + - +

Asi pues, con los cuatro antisueros es notable el incre-
mento de variabilidad que puede detectarse en cualquier poblacién,
por lo que el MNSs constituye un sistema de gran importancia raciold-
gica. La utilidad antropolégica de este marcador estd confirmada por
la distribucidon mundial de los cuatro haplotipos que presentan valores
muy distintos en los diferentes grupos raciales: MS, de 0.4 en amerin-
dios a 0.04 en japoneses; Ms, de 0.6 en amerindios a 0.05 en melane-
sios; NS, de 0.25 en los aini y ciertas tribus siberianas a 0.02 en
sudamerindios y polinesios; y Ns, de 0.6 en pueblos de Oceania a 0.2

en amerindios (Valls, 1980).
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3.5.4 EL ANTIGENO U

El descubrimiento por Wiener et al., en 1953, de un potente
anticuerpo en el suero de una mujer negra que manifestd una intensa
reaccién hemolitica postrasfusional, contribuyé a aumentar la comple-
jidad del sistema MNSs. Dicho anticuerpo aglutinaba los hematies de
la inmensa mayoria de las personas de raza blanca, peroc no reaccionaba
con aproximadamente el 1 % de las sangres de individuos del tronco
racial negroide. Al anticuerpo encontrado se le denominé anti-U y al
antigeno correspondiente "U", debido a su presencia casi universal,
existiendo, pues, dos tipos de individuos U(+) y U(-). Tras su descu-
brimiento se comprobd su relacidén con el sistema MNSs al observarse
que las persona U(-) eran también fenotipicamente S{~)s(-). Los estu-
dios ‘serolégicos parecen confirmar que el anti-U es un anti-Ss y no
una simple mezcla de anti-S + anti-s, ya que ni por absorcién ni por

elucidn pueden separarse los componentes anti-S y anti-s.

La interpretacién actual es que existe un alelo sY del
locus S/s, que en homocigosis determina la ausencia de los antigenos
S y s (Race y Sanger, 1975). Este alelo sdlo se ha encontrado hasta
la fecha como marcador en poblaciones del. tronco racial negroide, con

una frecuencia maxima de 0.60 entre los pigmeos del Zaire.

3.5.5 OTRAS VARIANTES ANTIGENICAS ASOCIADAS AL SISTEMA MNSs

Se han descrito numerosas especificidades antigénicas aso-
Ciadas al sistema MNSs, que hacen del mismo un complejo seroldgico
Y genético de gran utilidad en Genética Humana. Sin embargo, se trata
de variantes generalmente de baja frecuencia por lo que presentan un
interés antropoldgico relativo, Desde el punto de vista genético se

distinguen dos grupos: 1) antigenos detectables por anticuerpos espe-
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cificos, cuyos alelos responsables estaén estrechamente ligados a los
loci M/N y S/s, y 2) antigenos determinados por alelos de lecs loci
M/N y S/s, que se detectan porque no reaccionan con los cuatro antisue-

ros 'clésicos", y cuya frecuencia es muy baja en todas las poblaciones.

En el primer grupo cabe citar a los antigenos Hunter (Hu)
v Henshaw (He) fuertemente ligados a los genes MNSs. La especificidad
Hu fue descubierta por Landsteiner et al. en 1934 al detectar el anti-
suero anti-Hu en conejos inmunizados con sangre de un sujeto negro
llamado Hunter. La incidencia del antigeno Hu es aproximadamente del

22 % en negros del Africa occidental y Gnicamente del 0.5 % en blancos.

En 1951, Ikin y Mourant describen otro anticuerpo presente
en el suero anti-M de un conejo inmunizado, al que denominaron anti-He
{de Henshaw), que es especifico de una antigeno, He, presente en un

2.7 % de negros africanos y ausente en blancos.

Los datos existentes en la actualidad no permiten decidir
si Hu y He corresponden a dos genes alélicos o si se hallan situados

en loci estrechamente ligados.

También dentro del primer grupo antes mencionado, se han
encontrado una serie de antigenos con especificidades relacionadas
entre si, y que algunos autores agrupan bajo la denominacién de subsis-
tema Miltenberger. Este sistema incluiria los antigenos Mi2 (Miltenber-

ger), Vw (Verweyst), Gr (Graydon), Mur (Murrell) y Hil (Hill).

Asimismoc se han descrito especificidades antigénicas raras
que pueden atribuirse a diversos alelos de los loci M/N y S/s, perte-
cientes al grupo 2) establecido anteriormente. Entre las variantes

alélicas raras del antigeno M se encuentran: Mg, Mc, M2, Mjk, MV, Mr,

Mz, MA. También se conocen variantes del antigeno N como N2, N® y Tm;

asi como del determinante S, tales como 8j, st y 82.
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3.5.6 LOCALIZACION CROMOSOMICA

Los estudios genealdgicos de 1ligamiento han demostrado
que los loci MN y Ss se hallan situados en el cromosoma 2, al igual
que los correspondientes a la isocitrato deshidrogenasa (I1CD-1), malato
deshidrogenasa (MDH-1), fosfatasa Acida eritrocitaria (ACP-1) y galac-
tosa-1l-fosfato uridiltransferasa (Gt), entre otros marcadores de inte-

rés antropolégico.

3.5.7 BIOQUIMICA DE LOS DETERMINANTES MNSs

Es poco lo que se conoce en la actualidad sobre la estruc-
tura bioquimica de los determinantes MNSs. Los datos existentes parecen
indicar que los antigenos M y N son glucoproteinas portadoras de cade-
nas laterales de oligosacdridos que determinan las especificidades
serolégicas. Se sabe también que restos de dcido sidlico estan implica-
dos en las especificidades My N . Sin embargo, todavia estd por dilu-
cidar si los genes responsables de los antigenos M y N codifican para
la estructura primaria de la proteina o bien especifican glucosiltrans-
ferasas especificas que catalizarian la incorporacién de &cido sidlico
Sobre una molécula precursora en la cadenas laterales de oligosacéaridos
(Watkins, 1980) Respecto a los antigenos S y s son aln méds escasos
los datos bioquimicos relativos a su estructura molecular y codifica-

€ion genética.
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3.5.8 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

Para la determinacién de los grupos MNSs se han utilizado

antisueros comerciales anti-M, anti-N, anti-S y anti-s (Behring).

A.1l. Determinacién de los grupos MN

El andlisis de los grupos MN se ha llevado a cabo mediante

la prueba en porta:

a) En un portaobjetos se deposita una gota de antisuero
(anti-M o anti-N) y una gota de una suspensién al 20
% de hematies previamente lavados en solucidén salina

isoténica.

b) Se mezcla homogéneamente con un aplicador y se hace
oscilar suavemente el porta con un movimiento de rota-
cién. Se observa la posible presencia de aglutinacidn

durante un periodo de tiempo que no exceda de 1 minuto.

A.2. Determinacién del antigeno S

El antigeno S se ha detectado mediante la prueba en tubo

a partir de una suspensién al 2-5 % de hematies en suerc fisiolégico:
a) En un tubo de hembélisis se colocan una gota de anti-S

y una de la suspensién de gldébulos y se agita suave-

mente.
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b)

c)

Se incuba a 37 2C, durante 30 minutos.

A continuacidén se centrifuga el tubo, durante 1 minuto
a 1000 r.p.m., y después se desprende suavemente el

sedimento observande en busca de aglutinacién.

A.3. Determinacidén del antigeno s

Los determinantes antigénicos '"s'" se han identificado me-

diante la prueba de la antiglobulina indirecta (test de Coombs indi-

recto) ya que

el anti-s utilizado contiene anticuerpos "“incompletos™

o "bloqueantes".

a)

b)

c)

d)

d)

En un tubo se mezclan bien una gota de anti-s y una
gota de suspensién al 2-5 % de hematies previamente

lavados en suero fisioldgico.
Se incuba a 37 °C, durante 30-60 minutos.

Al término de la incubacidn, se lavan los hematies tres
o cuatro veces con solucibén salina fisiolégica, elimi-
nandose cuidadosamente todo el 1liquido sobrenadante

del Gltimo lavado.

A continuacidén se afiade al sedimento una gota de suero
anti-globulina humana, mezclandose bien el contenido

mediante agitacién suave.
Se centrifuga durante 1 minuto a 1000 r.p.m. y se obser-

va macroscdpicamente la posible aglutinacidén mediante

un ligero movimiento de rotacién del tubo.
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B. Métodos estadisticos.

B.1l. Calculo de las frecuencias alélicas.

Considerando los grupos MN y Ss por separado, se han esti-
mado las frecuencias de los alelos 'm", 'n", "S" y "s" segin el método
de recuento de genes (véase pags. 17 y 18), dada la relacién de codomi-

nancia existente entre los alelos de cada locus.

Los desviaciones tipicas de estas frecuencias se han calcu-

lado aplicando la férmula indicada en la pagina 18.

B.2. Calculo de las frecuencias haplotipicas.

Teniendo en cuenta la estructura genética del sistema MNSs
y suponiendo que se cumplen las condiciones de equilibrio Hardy-Wein-
berg, las frecuencias genotipicas se pueden expresar a partir de los

valores haplotipicos tal como se indica a continuacién:

MS Ms NS Ns
" MS/MS MS/Ms MS/NS MS/Ns (1)
S
(W5)2 (MSxiMs) (MSxNS) (MSxNs) (2)
Ms/MS Ms/Ms Ms/NS Ms/Ns (1)
Ms
(MSxMs) (11s)2 (MsxNS) (MsxNs) (2)
MS/NS Ms/Ns NS/NS NS/Ns (1)
NS
(FExS) (HsxNs) (¥s)2 (NSxWs) (2)
MS/Ns Ms/Ns NS/Ns Ns/Ns (1)
Ns
(MSxNs) (MSxNs) (NSxNs) (§s)2 (2)
{1): genotipos; (2): frecuencias tedricas.
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De este modo, las frecuencias esperadas para los 9 fenoti-

pos diferentes pueden expresarse:

MS = n (FS)°
MSs = 2n (MS x Ms)
Ms = n (ﬁg)2

MNS = 2n (MS x NS)
MNSs = 2n (MS x Ns + Ms x NS)
MNs = 2n (Ms x Ns)

NS = n (§8)2
NSs = 2n (NS x Ns)

Ns = n (FIE)2
{n = ndimero total de individuos de la muestra)

Las frecuencias de los complejos génicos MS, Ms, NS y Ns
se han calculado a partir de los valores fenotipicos empiricos, segin

el método de "maxima verosimilitud".

Este método establece una funcidn que expresa la méxima
probabilidad, denominada verosimilitud, de obtener una distribucién
fenotipica determinada en funcién de diferentes valores de los estadis-
ticos (frecuencias génicas) que se desean estimar. Los valores més
adecuados y por tanto los que mejor se ajustan a los datos observados
Son aquellos para los que la funcidén de méxima probabilidad adquiere

un valor maximo, es decir, los que poseen una varianza minima.

En nuestro caso, teniendo en cuenta la relacidén entre feno-
tipos y haplotipos indicada anteriormente, la ecuacién de méxima vero-
similitud que expresa la probabilidad de obtener precisamente los mis-

Mmos valores fenotipicos que los encontrados en la serie analizada es:

N! -2 M
L = . eHMs

MS! MSs! Ms! MNS! MNSs! MNs! NS! NSs! Ns!

MSs Ms NNS

(25 . ws)"S8, (wHMS, (ais . 85)WS, (2 ME.NS + 2 Ws.ng) =S
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NSs 2\Ns

(s . )™ ([ 3HN. (@ L W) (Ws2)
Por razones matemd@ticas, se considera normalmente el valor
que maximiza el logaritmo de la verosimilitud, que conduce obviamente

a los mismos resultados. El logaritmoc de la probabilidad viene dado

por:

InL=1nk + MS In (MS5°) + MSs 1n 2 MS.NS + ...

donde k es una constante que equivale al logaritmo del primer factor
de la ecuacién (1); MS, MSs,..., son los valores absolutos observados
para cada fenotipo, ¥y M§, ﬁg, NS y ﬁg, las frecuencias haplotipicas

que se desean estimar,

Los valores haplotipicos buscados son aquellos para 1los
que el valor de la funcién 1lnlL es maximo, y se obtienen resolviendo

las ecuaciones:

§ (In L)
—— =O
§ (MS)
§ (In L)
— =o
§ (Ms)
§ (1In L)
P =0
§ (NS)
§ (In L)
=0
& (Ns)

Las ecuaciones de méaxima probabilidad, en la mayoria de
las situaciones, no pueden resolverse analiticamente. En tales casos,
se pueden resolver numéricamente mediante procedimientos iterativos,

esto es, mediante métodos repetidos de correccidn.
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En nuestro caso, para hallar las soluciones numéricas se
ha empleado el programa MAXLIK, procesado en el Laboratorio de Calculo

de la Facultad de Biologia de Barcelona.
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3.5.9 RESULTADOS

Los datos obtenidos para el sistema MNSs en la serie de

Menorca figuran en el cuadro 3.38, donde se indican los valores obser-

vados y esperados correspondientes a los 9 fenotipos MNSs.

Asimismo

se incluyen las frecuencias haplotipicas MS, Ms, NS y Ns con sus res-

pectivas desviaciones tipicas.

Mediante la prueba de x?, se aprecia una concordancia entre

los valores observados y los esperados por lo que se admite que la

poblacién se halla en equilibrio Hardy-Weinberg.

Cuadro 3,38: Sistema MNSs. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. X2

MS 9 (4.64 %) 11.74  (6.05 %) 0.6408
MSs 34 (17.53 %) 25.68 (13.24 %) 2.6942
Ms 15 (7.73 %) 14.04 (7.24 %) 0.0655
MNS 10 (5.15 %) 12.39  (6.39 %) 0.4602
MNSs 47 (24.23 %) 47.45 (24.46 %) 0.0043
MNs 27 (13.92 %) 37.07 (19.11 %) 2.7373
NS 3  (1.55 %) 3.27 (1.68 %) 0.0218
NSs 21 (10.82 %) 17.88  (9.22 %) 0.5434
Ns 28 (14.43 %) 24.47 (12.61 %) 0.5086
Total 194 193.99 7.6761%

Frecuencias haplotipicas

MS
Ms
NS
Ns

0.2466  +  0.0244
0.2695  +  0.0250
0.1301  +  0.0202
0.3539  +  0.0266

* X" = 7.6761, P : 0.20 - 0.10, para 5 g.d.1l.
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En los cuadros 3.39 y 3.40 se presentan los resultados
obtenidos por separado para los grupos MN y Ss en la muestra menorqui-

na, asi como las frecuencias de los alelos M, N, S y s.
En ambos casos, la comparacién de los valores empiricos

con los tedricos también permite considerar que la serie de Menorca

se ajusta a las condiciones exigidas por la ley de Hardy-Weinberg.

Cuadro 3.39: Grupos MN. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Frec. Observ. Frec. Esper. x?
M 58 (29.90 %) 51.54 (26.57 %) 0.8080
MN 84 (43.30 %) 96.91 (49.95 %) 1.7191
N 52 (26.80 %) 45.55 (26.48 %) 0.9144
Total 194 194.00 3.4415

Frecuencias alélicas

m = 0.5155 + 0.0254
n = 0.4845 + 0.0254
x* = 3.4415 ; P = 0.10 - 0.05; para 1 g.d.l.
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Cuadro 3.40: Grupos Ss. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Frec. Observ. Frec. Esper. X
S 22 (11.34 %) 27.47 (14.16 %) 1.0889
Ss 102 (52.58 %) 91.06 (46.94 %) 1.3138
s 70 (36.08 %) 75.47 (38.90 %) 0.3963
Total 194 194.00 2.7990

Frecuencias alélicas

S = 0.3763 +* 0.0246
s = 0.6237 + 0.0246
x? = 2.7990; P =~ 0.10; para 1 g.d.l.
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3.5.10 COMPARACIONES

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

y portuguesas.

En la Peninsula Ibérica son mﬁy escasos los estudios reali-
zados utilizando los sueros anti-M, anti-N, anti-S y anti-s, sin embar-
go, son abundantes los trabajos llevados a cabo sobre los antigenos
M y N, y de menor importancia los referentes a S y s. Por esta razdn
se ha considerado oportuno hacer el estudio comparativo por separado

de los grupos MN, Ss, asi como de los haplotipos MNSs,

A.l. Grupos MN.

Los resultados obtenidos para el sistema MN en poblaciones
espafiolas y portuguesas, y su comparacién con la muestra de Menorca,

se indican en el cuadro 3.41.

En la figura 3.44 se representa graficamente la distribu-
cién peninsular del alelo M, habiéndose elegido para las zonas geogréa-
ficas en las que se han verificado diversos estudios, los valores co-
rrespondientes a las series mis numerosas y que se hallan en equilibrio

Hardy-Weinberg.

Para el conjunto de poblaciones espafiolas y portuguesas,
las frecuencias del gen M oscilan entre 0.415 (en el valle de Bielsa
en Huesca) y 0.600 (en los agotes de Navarra). En general, se aprecia
un? cierta heterogeneidad en la distribucién de este alelo no sélo
desde el punto de vista global sino también dentro de las diferentes

2onas geograficas de la Peninsula.
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La frecuencia observada en la serie de Menorca (m= 0.515)
queda incluida dentro del &ambito de variacién de la Peninsula Ibérica
y, concretamente, dentro del intervalo de valores intermedios (0.50
—.0.55). Al comparar los resultados para los grupos MN en la muestra
menorquina, con los correspondientes a las demés poblaciones, mediante
el test de x¥? (cuadro 3.41), se observan diferencias estadisticas con
24 series de un total de 56 grupos comparados, lo cual es explicable
si se tiene en cuenta la heterogeneidad antes mencionada y el hecho

de que algunas muestras {(18) no se hallan en equilibrio Hardy-~Weinberg.

En relacién a las 18 series que presentan desviaciones
del equilibrio Hardy-Weinberg, en la mayoria de ellas (16) se constata
un exceso de heterocigotos, hecho que segin algunos autores, (Valls,
1975; Race y Sanger, 1975; Mourant et al., 1876) puede ser atribuible
a deficiencias técnicas o a una mala absorcidén de los antisueros utili-
zados. Por otro lado, cabe sefilalar que es precisamente con estos grupos

con los que Menorca presenta las mayores diferencias significativas.

A.2. Grupos Ss

Los escasos datos sobre los grupos Ss disponibles en la
actualidad, procedentes de las investigaciones realizadas sobre el
sistema MNSs, y se presentan en el cuadro 3.42, donde figuran ademas
las frecuencias del alelo s y los resultados del test de homogeneidad
con la serie menorquina. En la figura 3.45 se muestra esqumaticamente

la distribucién de los valores de s en la Peninsula Ibérica

La variacién del alelo s en estas poblaciones oscila entre
0.588 en Madrid y 0.717 en vascos de Vizcaya. Las frecuencias mas ele-
vadas, del orden de 0.70, se aprecian en las series de Vizcaya y de
Castellén (Morella), quedando la mayoria de valores peninsulares situa-

dos alrededor de 0.65.
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Cuadro 3.42 : Polimorfismo Ss en diversas poblaciones espafiolas y portuguesas, y su comparacién con la

serie de Menorca.

POBLACION N S Ss s s Xf;w) x?;;mp.) REFERENCIAS

Barcelona 1750 203 765 782 0.665 0.5%8 6.04 Valls et al., 1977-78
Castellén. Morella 189 19 74 96 0.704 0.71 8.68 Carceller, 1980
Galicia 386 47 157 182 0.675 2.07 7.81 Varela y Lodeiro, 1980
Gerona 285 29 133 123 0.665 0.64 2.40 Moreno y Moral, 1983
Madrid 1547 173 656 718 0.676 1.56 8.17 Colino y Campillo, 1976
Madrid 576 105 265 206 0.588 1.48 5.49 Campillo y Colino, 1977
Menorca 194 22 102 7¢ 0.624 2.80 —— Presente estudio
Tarragona 100 13 47 40 0.635 0.02 0.83 Moreno et al., 1982
Vascos Vizcaya 200 24 65 111 Q.717 7.86 17.48 Ria e Iturrioz, 1980
Vascos Vizcaya 594 71 212 311 0.702 12.82 18.52 Iturrioz, 1982

Portugal 302 37 123 142 0.673 1.63 7.04 Cunha y Morais, 1966

* Nivel de significacién 0.05, para 1 g.d.l., X°= 3.84.

*#* Nivel de significacién 0.05, para 2 g.d.l., x2= 5.99.

L

Figura 3.45: Distribucidén del alelo "s" en la Peninsula Ibérica.
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La frecuencia s de la serie menorquina (0.624) se halla
incluida dentro de los limites de variacién de poblacién espafiola,
no obstante resulta ser un valor bajo con respecto a la mayor parte

de las poblaciones comparadas.

Mediante el test de x2?, se pone de manifiesto que la dis-
tribucidén de los fenotipos Ss en la muestra dé Menorca, es similar
a las encontradas en Gerona, Tarragona y la serie madrilefia que ostenta
el minimo peninsular difiriendo significativamente del resto de pobla-

ciones peninsulares {(cuadro 3.42).

A.3. Haplotipos MNSs.

En el cuadro 3.43 se indican los resultados fenotipicos
obtenidos para el sistema MNSs en diversas poblaciones espafiolas y

portuguesas, a partir de las cuales se han calculado las frecuencias

haplotipicas que figuran en el cuadro 3.44.

Cuadro 3.43 : Sistema MNSs, Frecuencias fenotipicas en diversas poblaciones espafiolas y portuguesas.

POBLACION N MS MSs Ms MNS MNSs MNs NS NSs Ns x(z:m REFERENCIAS

Barcelona 1750 112 233 147 77 414 376 14 118 259 1.25(5) Valls et al., 1977-78
Canarias 182 a4 14 49 38 8 29 0.18(2) Roberts et al., 1966
Castellén. Morella 189 7 17 10 12 45 585 o 12 1 10.92(s) Carceller, 1980
Galicia 386 23 36 40 18 92 78 6 29 64 8.75(5) Varela y Lodeiro, 1980
Gerona 285 18 42 31 11 70 45 - 21 47 10.79{5) Moreno y Moral, 1983
Madrid 1547 96 228 107 63 334 373 14 94 238  10.61(5) Colino y Campillo, 1976
Menorca 194 9 34 15 10 47 27 3 21 28 7.68(5) Presente estudio
Tarragona 100 3 10 5 8 31 18 2 6 17 5.23(5) Moreno et al., 1982
Vascos Vizcaya 200 9 16 29 15 35 S0 - 14 32 16.96(5) Réa e Iturrioz, 1980
Vescos Vizcaya 594 30 61 88 37 113 138 4 38 85 22.60(5) Iturrioz, 1982

Vascos Franceses 83 24 10 18 13 7 11 Ni jenhuis, 1956
Portugal 302 26 43 32 10 60 63 1 20 47 6.80(5) Cunha y Morais, 1966

—

# El1 nimero indicado entre paréntesis corresponde a los grados de libertad.
Nivel de significacién 0.05, para 2 g.d.l., X2= 5.99.
Nivel de significacién 0.05, para 5 g.d.l., X°e 11.07.
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Cuadro 3.44

: Sistema MNSs. Frecuencias génicas en diversas poblaciones espafiolas y portuguesas, y su

comparacién con la serie de Mencrca.

POBLACION N MS Ms NS Ns X?;omp‘) REFERENCIAS

Barcelona 1750 0.246 0.283 0.088 0.383 13.49(8) Valls et al., 1977-78
Canarias 182 0.284 0.275 0.050 0.391 10.16(5) Roberts et al., 1966
Castelldn. Morella 189 0.208 0.268 (0.088 0.436 22.25(8) Carceller, 1980
Galicia 386 0.217 0.283 0.108 0.392 13.45(8) Varela y Lodeiro, 1980
Gerona 285 0.256 0.285 0.079 0.380 9.34(8) Moreno y Moral, 1983
Madrid 1547 0.243 0.284 0.081 0,392 17.29(8) Colino y Campillo, 1976
Menorca 194 0.247 0.269 0.130 0.354 -—— Presente estudio
Tarragona 100 0.241 0.224 0.124 0,411 8.42(8) Moreno et al., 1982
Vascos Vizcaya 200 0.181 0.340 0.102 0,377 25.14(8) Ria e Iturrioz, 1880
Vascos Vizcaya 594 0.196 0.348 0.102 0.354 25.43(8) Iturrioz, 1982

Vascos Franceses 83 0.240 0.288 0.107 0,366 4.55(5) Nijenhuis, 1956
Portugal 302 0.255 0.299 0.071 0,375 14,44(8) Cunha y Morais, 1966

* E1 nimero indicado entre paréntesis corresponde a los grados de libertad.

Nivel de significacién 0.0S, para 5 g.d.l., Xza 11.07.
Nivel de significacién 0.05, para 8 g.d.l., XZ: 15.51.

Las distribuciones peninsulares de las combinaciones cromo-

sémicas MS, Ms, NS y Ns se representan en las figuras 3.46 - 3.49.

En la poblacidn espafiola, el rango de variacidén observado

para los diferentes haplotipos MNSs es el siguiente:

MS: de 0.181 (vascos Vizcaya) a 0.284 (Canarias)

Ms:

NS:

Ns:

Asi pues,

de 0.224 (Tarragona) a 0.384 (vascos Vizpaya)

de 0.050 (Canarias) a 0.130 (Menorca)

de 0.35%54 (Menorca, vascos V.) a 0.436 (Castelldn)

con respecto al conjunto de valores comparados,

la serie menorquina presenta frecuencias extremas de NS y Ns, mientras

que los haplotipos MS y Ms de Menorca se sitian dentro de la variabili-~

dad de otros grupos peninsulares,
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Figura 3.48: Distribucién del haplotipo NS en la Peninsula Ibérica.

Figura 3.49: Distribucién del haplotipo Ns en la Peninsula Ibérica.
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Si se atiende a la homogeneidad del conjunto de las diez
muestras peninsulares analizadas con los cuatro antisueros, se aprecia
la existencia de diferencias significativas (yZ?= 143.68; P< 0.001;

72 g.d.1l.). Asimismo, hay heterogeneidad si se descartan los dos grupos

vascos de Vizcaya (x%= 75.34; P= 0.01-0.001; 48 g.d.l.).

Los resultados de la comparacidén entre las muestras penin-
sulares dos a dos, figuran en el cuadro 3.45. La serie menorquina pre-
senta diferencias significativas con las de Castelldén, Madrid y las
dos de Vizcaya. Por su parte, estas dos series de vascos espafioles,
homogéneas entre si, difieren estadisticamente de la mayoria de pobla-
ciones comparadas, lo cual parece remarcar las caracteristicas distin-
tivas de la poblacién vasca, (con minimos de MS y maximos de Ms), en
lo que a la distribucidén de diversos marcadores de grupos sanguineos
se refiere. No obstante, cabe indicar que ninguna de estas dos series
se halla en equilibric Hardy-Weinberg. Por otro lado, la muestra de
vascos Tfranceses queda perfectamente incluida dentro del &mbito de
variacién observado en las restantes poblaciones de la Peninsula Ibéri-

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

neas y del Centro y Norte de Europa.

En el cuadro 3.46 se muestran las frecuencias de los haplo-~
tipos MNSs obtenidas en diversas poblaciones mediterréneas y del Centro
y Norte de Europa, asi como los resultados de las comparaciones con

la serie menorquina.

Las figuras 3.50-3.57 expresan graficamente la distribucién
de los haplotipos MS, Ms, NS y Ns en la cuenca del Mediterréneo y en

las poblaciones del Centro y Norte de Europa.

En el Mediterréneo, las frecuencias de las combinaciones
cromosémicas MNSs presentan variaciones importantes cuyos margenes

-de variacién se indican a continuacién:

MS: 0.084 (Bereberes de Marruecos) y 0.462 (Cerdefia)
Ms: 0.192 (Bereberes de Marruecos) y 0.488 (Cerdefia)
NS: 0.011 (Judios del Yemen) y 0.224 (Samaritanos de Israel)
Ns: 0.171 (Cerdefia) y 0.523 (Bereberes de Marruecos)

La observacidén de las figuras 3.50, 3.51, 3.52 y 3.53 no
permite apreciar gradientes de variacién de estos cuatro haplotipos
en el &rea mediterrénea. Se detecta mas bien una cierta heterogeneidad,

no pudiéndose definir ninguna zona por unas frecuencias determinadas.

Por lo que respecta al haplotipo MS, se observa un ligero
predominio de los valores intermedios, (0.20 — 0.30), que se distribu-
yen bordeando toda la cuenca mediterrdnea, ocurriendo lo mismo con
las frecuencias Ms inferiores a 0.30. Por otro lado, los valores rela-
tivamente bajos de NS(< 0.10) parecen concentrarse en la cuenca norte
del Mediterraneo, mientras que la distribucién del haplotipo Ns es

completamente heterogénea.
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Los resultados haplotipicos obtenidos en la serie de Menor-
ca (MS = 0.247, Ms = 0.269, NS = 0.130 y Ns = 0.354) quedan claramente
incluidos en el ambito de variacién mediterrénea. Dentro de esta zona
geografica, la poblacién de Menorca quedaria caracterizada por presen-
tar valores relativamente bajos de Ms, altos de NS e intermedios para
los haplotipos MS y Ns, con respecto a la mayoria de las poblaciones

comparadas.

En el Centro y Norte de Europa, los mérgenes de variacidn
de las frecuencias MS, Ms, NS y Ns son més estrechos gque en el Medite-

rraneo, tal como se expresa a continuacidn:

MS 0.198 (Noruega) y 0.310 (Céucaso)
Ms : 0.264 (Irlanda) y 0.449 (Islandia)
NS : 0.050 (Escocia) y 0.125 (Bélgica)

Ns : 0.228 (Caucaso) y 0.413 (Dinamarca)

En la mitad occidental del continente europeo predominan
los valores MS intermedios (0.20 - 0.25), localizandose asimismo en
esta zona las frecuencias Ms més bajas (< 0.30). Los datos para NS
resultan bastante homogéneos, siendo la mayoria de ellos inferiores
a 0.10. Para el haplotipo Ns, los valores comprendidos entre 0.30 y
0.40 son particularmente abundantes en las poblaciones del centro de

Europa.

Con respecto a estas poblaciones, la frecuencia Ns encon—
trada en la serie de Menorca representa un valor muy préximo al extremo
de los minimos, mientras que la frecuencia menorquina de NS es ligera-
mente més alta que el margen superior del rango de variacién de las

poblaciones comparadas.
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Mediante el test de yx2, se han comparado los resultados
de la serie de Menorca con los encontrados en otras poblaciones medite-
rréaneas y del Centro y Norte de Europa (cuadro 3.46). En la cuenca
mediterrdnea se obtienen diferencias significativas con la mayoria
de los grupos comparados, excepto con Cdércega, las series catalanas
de la Peninsula Ibérica y unas pocas poblaciones dispersas por toda

esta zona geografica.

Con respecto a los grupos del Centro y Norte de Europa,
Menorca s6lo muestra homogeneidad con tres series centroeuropeas (Bél-
gica, Holanda y Suiza) y con Polonia, Rumania y Noruega, difiriendo

significativamente con el resto de poblaciones comparadas.

A modo de resumen y para facilitar la comparacién de 1la
variabilidad observada para el sistema MNSs en las diversas poblaciones
consideradas, en la figura 3.58 se representan los rangos de varia-
cién de los cuatro haplotipos MNSs correspondientes a los siguientes

grupos de poblaciones:

1.- Muestras mediterraneas.
2.- Grupos europeos de la cuenca mediterrénea.
3.- Series de la Peninsula Ibérica.

4.- Poblaciones del Centro y Norte de Europa.

De un modo gréafico en la figura 3.58 se pone de manifiesto

que:

- La mayor variabilidad para los cuatro haplotipos se pre-

senta en las poblaciones mediterraneas.

- La variabilidad en el Centro y Norte de Europa es menor
que en el area mediterrénea, quedando los rangos de va-
riacidén de aquellas poblaciones incluidos dentro de la

variabilidad observada en el sur del continente.
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- Las amplitudes de variacidén de la Peninsula Ibérica que-
dan claramente comprendidas dentro del rango de varia-
cién mediterréaneo, y sdélo parcialmente solapadas con
las correspondientes a las poblaciones del Centro y Norte

de Europa.
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Figura 3.58: Rangos de variacidén correspondientes a distintas poblacio-
nes: 1) Cuenca Mediterrédnea, 2) grupos europeos del Medite

rraneo, 3) Peninsula Ibérica, y 4) Centro y Norte de Europa.
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3.6 SISTEMA KELL

El sistema de grupos Kell fue considerado en un principio
como un modelo genético sencillo constituido por dos genes alelomorfos,
sin embargo, las investigaciones posteriores han revelado que se trata
de una estructura genética compleja comparable a la de otros sistemas
(Rh, ABO), incrementédndose de este modo su importancia tanto desde
el punto de vista genético como antropoldgico. En la actualidad, se
halla integrado por cuatro loci ligados, con un gran nimero de varian-
tes antigénicas, algunas de las cuales constituyen excelentes marcado-
res raciales debido a su peculiar distribucidén en las poblaciones huma-

nas.

Este sistema tiene también un interés préactico considera-
ble, ya que los anticuerpos anti-Kell se han encontrado implicados
en casos de accidentes transfusionales y de la enfermedad hemolitica
del recién nacido, aunque con una frecuencia menor que los producidos

por los anticuerpos ABO y Rh.

Por otro lado, se han descrito asociaciones entre determi-
nadas variantes genéticas Kell y algunas enfermedades como la acanto-
Citosis hemolitica y la granulomatosis crénica. Estas relaciones pare-
cen ser esgpecialmente interesantes en cuanto que las sustancias Kell
podrian estar implicadas en la estructura de las membranas eritrocita-

rias cuyo funcionamiento es esencial en los procesos inmunolégicos.

Nomenclatura.- Ante la profusidén de determinantes antigé-

nicos asociados con el sistema Kell, se ha propuesto (Allen y Rosen-
field, 1961) un sistema de nomenclatura que asocia a cada antigeno
un ndmero, teniendo en cuenta la fecha de su descubrimiento o de su

1ncorporacién al sistema Kell (véase cuadro 3,47).
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Cuadro 3.47: Nomenclatura de los antigenos asociados al sistema Kell.

Nomenclatura de . Denominacién
Allen y Rosenfield Antigeno abreviada
K1 Kell
K2 Cellano k
K3 Penney Kpa
K4 Rautenberg Kp
XS Peltz kY
K6 Sutter Js?
K7 Mathews Js
K8 Kw
K9 Mcleod ML
K10 u12
Kil Coté
K12 Boc
K13 Sgro
K14 San
K15 Kx
K16
K17 Weeks wk
K18

3.6.1 LOS ANTIGENOS KELL (K, K1) Y CELLANO (K, K2)

El primer antigeno perteneciente al sistema Kell fue des-
cubierto por Coombs, Mourant y Race, en 1946. Estos autores detectaron
un nuevo anticuerpo de tipo '"blogueante" o "incompleto'" en un caso
de isoinmunizacién fetomaterna independiente de los sistemas ABO y
Rh. Dicho anticuerpo fue denominado anti-Kell (anti-K) y el antigeno

correspondiente, Kell (K), segin el nombre del paciente. Este nuevo
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antigeno se presentaba en una proporcidén del 7-13 % en las poblaciones
blancas analizadas, y se demostré que se transmitia como un simple

caracter mendeliano dominante (Mourant, 1946).

En 1948, Levine et al. describieron el segundo anticuerpo
asociado al sistema, el anti-Cellano (anti~k), antitético de anti-K.
El nuevo antigeno (Cellano) aparecia con una frecuencia muy elevada
en poblacidén blanca (aproximadamente del 95 %) por lo que se le consi-

deré perteneciente a la categoria de antigenos "publicos'".

Investigaciones familiares y de genética poblacional demos-
traron que el mecanismo hereditario de los antigenos Kell y Cellano
estd determinado por un locus autosémico con dos alelos codominantes,
K y k. Existen pues, tres genotipos posibles que se corresponden con
los fenotipos detectables mediante el empleo simultdneo de los sueros

anti-K y anti-k:

Genotipos Fenotipos
KK K+ k -
Kk K + k +
kk K+ k -

b

3.6.2 LOS ANTIGENOS PENNEY (Kpa, K3) y RAUTENBERG (Kp , K4)

En 1957, Allen y Lewis identificaron dos nuevos anticuerpos
llamados anti-Penney (anti~Kpa) y anti-Rautenberg (anti—Kpb), con pro-
Piedades antitéticas, correspondientes a dos antigenos simbolizados

por Kpa y Kpb, respectivamente.

La frecuencia de aparicién del antigeno Kpa en poblacién

blanca es muy baja, del orden del 2 %, mientras que por el contrario,
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el Kpb se comporta como un antigeno "puablico".

A partir de estudios familiares se comprobdé que estos dos
nuevos antigenos, controlados genéticamente por un par de alelos, Kpa
y Kpb, codominantes entre si y situados en un nuevo locus préximo al
K/k, formaban parte del sistema Kell. En efecto, la frecuencia de Kpa
era mayor en los individuos Kell-negativos que en los Kell-positivos.
Ademas se comprobd que el gen Kpa se halla en el mismo cromosoma que
el gen k (Cellano) en los heterozigotos Kk, puesto que los estudios
genealdgicos realizados indicaban que K y Kpa estaban en posicidn

"trans".

A raiz de este descubrimiento, Allen y Lewis (1957) propo-
nen que el sistema Kell estaria constituido por dos parejas de genes
alélicos estrechamente ligados en el mismo cromosoma, siendo posibles

b, kaa y kab, de los cua-

cuatro tipos de complejos génicos KKpa, KKp
les KKpa no se ha encontrado. Dichas combinaciones cromosémicas, combi-~
nadas de dos en dos, darian lugar a 10 posibles genotipos diferentes
de los cuales sélo serian detectables nueve fenotipos mediante el em-

pleo de los cuatro antisueros correspondientes.

3.6.3 EL FENOTIPO PELTZ (Kol

En 1857, Chown et al. describieron un nuevo fenotipo deno-
minado fenotipo Peltz (Ko) muy raro (0.006 %), que se comprobd que
estaba asociado al sistema Kell. Dicho fenotipo se caracterizaba por
la ausencia de los cuatro antigenos Kell conocidos (K—k-Kpa~Kpb) y
se atribuyé a la existencia de una mutacién "silente" (K°) en el locus
Kell, que no produce antigenos Kell. Se admite que el suero de estos
individuos Ko contiene un anticuerpo anti-Ku gue reconcceria un anti-
geno presente en los hematies de todos los individuos excepto en los
de fenotipo Ko {Peltz).
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3.6.4 LOS ANTIGENOS SUTTER (Jsa, K6) Y MATHEWS (Jsb, K7)

En 1958, Giblett descubrié el primer antigeno Js2 (Sutter)
del originariamente llamado sistema Sutter. Este antigeno Js? se pre-
senta con una frecuencia del 15-20 % entre melanodermos, no habiéndose
encontrado en mongoloides y, sélo excepcionalmente, entre los blancos.
Walker et al. (1961) detectaron el segundo anticuerpo Jsb (Mathéws)
del sistema Sutter, que se encuentra con frecuencias elevadas en mongo-
loides y blancos, asi como también en melanodermos si bien entre éstos
con valores mas bajos que en los grupos anteriores. Desde el punto
de vista genético Js? y Jsb se comportan como un par de genes alélicos

codominantes.

Poco después, en 1965, Stroup et al. demostraron que este sistema
Sutter, en realidad, formaba parte del sistema Kell, al comprobar que

los raros individuos Peltz (Ko) eran también Js(a-b-).

De este modo, nos encontrariamos ante un sistema con tres
parejas de genes K/k, Kpa/Kpb y Jsa/Jsb, codominantes entre si, que
bueden dar lugar a ocho combinaciones cromosdmicas y 36 genotipos posi-
bles. Sin embargo, algunos de estos complejos génicos no han sido to-
davia encontrados (Kpa en blancos, y Jsa en negros, nunca se transmiten

con K),.

3.6.5 LOS ANTIGENOS COTE (K11) Y WEEKS (Wka)

La existencia de un cuarto locus en el sistema Kell fue
confirmada con el descubrimiento de dos nuevos antigenos, C8té (Guévin
et al., 1971) y Weeks (Strange et al., 1974). El antisuero anti-Cété
(anti—Kll) reacciona con los glébuléé de todos los individuos excepto

con los de fenotipo Ko. Por el contrario, el antigeno wk® se presenta
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con una frecuencia muy baja (0.3 %). Mas tarde, Sabo et al. (1975)
comprobaron que estos dos antigenos forman parte de la estructura del

sistema Kell y responden a un modelo de herencia autosémica codominan-

te.

Hasta la fecha, pues, el sistema Kell parece estar consti-
tuido por cuatro parejas de genes alélicos situados en distintos loci
estrechamente ligados: K/k. Kpa/Kpb, Jsa/Jsb y Kll/Wka. Los alelos
de cada locus son codominantes y determinan la presencia de sus corres-

pondientes antigenos sobre los hematies.

3.6.6 QTROS ANTIGENOS ASOCIADOS AL SISTEMA KELL

Se han descrito otros antigenos eritrocitarios relaciona-

dos con el sistema Kell.

. a
Antigeno Ul .- En 1968, Furuhjelm et al. identificaron

un nuevo determinante antigénico llamado n? (XK10), que parece carac-
teristico de la poblacidén escandinava donde se encuentra con una fre-
cuencia del 2-5 %. Estudios familiares indican que se trata de un ca-
racter dominante estrechamente relacionado con el locus Kell, ya que
Ula, al igual de Kpa, Js® y Wka, se segrega en repulsidn con respecto
a K, transmitiéndose pues, con el gen k {Cellano). U1? debe ser consi-
derado como un alelo del complejo Kell, aunque no se ha demostrado

todavia su vinculacidén a alguno de los loci K, Kp o Js.

Antigenos 'para-Kell".- También es interesante mencionar

los llamados antigenos 'para-Kell" (K12, K13, K14,...) descubiertos
a partir de 1973. Todos ellos se presentan con frecuencias elevadas

y con unas caracteristicas que han conducide a su asociacién con el

sistema Kell.
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Fenotipo Mcleod.- Por otro lado se encuentra el fenotipo

McLeod, descubierto por Allen et al. en 1961. Este fenotipo se caracte-
riza porque reacciona muy débilmente con los antisueros (k, Kpb, Jsb)
del sistema Kell incluido el anti-Ku de los individuos Ko' En 1968,
Hart et al. describieron un nuevo fenotipo MclLeod en un nifioc (CLAAS)
cuyo suero reaccionaba con eritrocitos de 1los diferentes fenotipos

Kell incluidos los Ko.

El suero de los individuos McLeod contiene dos anticuerpos
separables mediante técnicas de absorcidn-elucidén, uno denominado
anti-KL (K9), dirigido contra un determinante antigénico presente en
los hematies Kell usuales y que define, pues, un antigeno publico,

y otro, anti-Kx (K15) que reacciona fuertemente con células Ko'

Este descubrimiento inicidé una serie de investigaciones
que han puesto de manifiesto que se trata de un caracter antigénico
ligado al cromosoma X. Asi pues, ademds de los loci autosdmicos que
controlan los antigenos Kell, se ha identificado un locus (Kx) ligado
al crohosoma X, que codifica para una molécula precursora de los anti-
genos Kell, denominada sustancia Kx. Dicha sustancia constituiria el

Sustrato sobre el que actlan los genes Kell.

Todas las personas normales tienen actividad antigénica
Kx tanto en eritrocitos como en glébulos blancos, y los homocigotos
pPara el alelo silente K° sblo presentan sustancia Kx como Gnico anti-
geno asociado al sistema Kell. En estos individuos Ko’ la sustancia
Kx no experimentaria ninguna transformacién ulterior necesaria para
la formacién de alguno de los antigeno Kell usuales, siendo estos suje-

tos clinica y hematolégicamente normales.

El fenotipo McLeod estaria determinado por una mutacidn
en el locus Kx que condicionaria la ausencia de sustancia Kx de los
hematies cuya membrana manifiesta en estos casos, modificaciones impor-

"~

tantes de sus propiedades estructurales relacionadas con acantocitosis.
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Asi pues, parece razonable suponer que el locus Kx del cromosoma X
codifica para una proteina de la membrana eritrocitaria, y las muta-
ciones en este locus producen alteraciones patolbégicas de la membrana
que conducen a anomalias morfoldgicas de los hematies y a la hemblisis.
Como es de esperar, el fenotipo MclLeod sélo se ha observado completa-
mente expresado en varones. En las madres de estos varones Mcleod se
ha demostrado mediante técnicas inmundlégicas y de morfologia celular,
la existencia de una poblacidén celular mixta formada por hematies nor-
males y anormales, de acuerdo con lo esperado segin el principio de

inactivacién del cromosoma X.

Los efectos de las mutaciones que afectan a Kx también
son observables frecuentemente en los gldébulos blancos, habiéndose
demostrado que algunos tipos de la enfermedad granulomatosis crénica

son debidos a mutaciones de Kx (Vogel y Motulsky, 1982).
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3.6.7 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

La determinacidén de los grupos kell se llevado a cabo uti-
lizando sueros anti-K y anti-k (DADE), mediante la prueba de la anti-
globulina indirecta o '"test de Coombs indirecto'", descrita en la pa-

gina 184.

Los distintos fenotipos Kell se identifican en funcidn
de las reacciones de aglutinacidén con dichos anticuerpos, tal como

se indica en el cuadro 3.48.

Cuadro 3.48: Fenotipos y genotipos del sistema Kell-Cellano.

Reaccidén con

anti-K anti-k Fenotipos Genotipos
+ - K+ k- KK
+ + K + k + Kk
- + K~k + kk

B. Métodos estadisticos.

Las frecuencias de los alelos K y k se han calculado, dada
la Correspondencia existente entre fenotipos y genotipos, por el método

del "recuento de genes":
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donde, EE, Kk y kk son las frecuencias genotipicas rela-

tivas.

Los errores tipicos de las frecuencias alélicas K y k se

han obtenido segin la expresidén indicada en la pégina 18.
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3.6.8 RESULTADOS

En el cuadro 3.49 se indican los resultados obtenidos en
la muestra de Menorca. En dicho cuadro figuran las proporciones fenoti-

picas observadas y esperadas, asi como las frecuencias alélicas y sus

desviaciones tipicas.

La evaluacidén estadistica de 1las diferencias entre 1los
valores empiricos y tedéricos, mediante la prueba de la x?, permiten

deducir que la serie menorquina estudiada se halla en equilibrio Hardy-

-Weinberg.

Cuadro 3.49: Sistema Kell. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. X2
KK 0 (0.00 %) 0.79 (0.17 %)

Kk 38 (8.32 %) 36.42  (7.97 %) 0.0168
kk 419 (91.68 %) 419.79 (91.86 %) 0.0015
Total 457 457.00 0.0183*

Frecuencias génicas

K 0.0416  +  0.0066

0.9584 + 0.0066

~1

2
* X"= 0.0183, P = 0.90 - 0.80, para 1 g.d.l.
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3.6.9 COMPARACIONES

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

ninsula Ibérica.

Los datos existentes en la actualidad sobre los grupos
Kell y Cellano corresponden a poco més de una veintena de investiga-
ciones realizadas mayoritariamente en poblaciones de la mitad septen-
trional de la Peninsula. En el cuadro 3.50 se indican los resultados
obtenidos en esos estudios y su comparacidén con la serie menorquina.
La figura 3.59 muestra graficamente la distribucién peninsular del

alelo K.

Las frecuencias de K en el conjunto de las 21 poblaciones
consideradas presentan una amplitud de variacién entre 0.016 en Cana-
rias (1969) y 0.131 en Galicia. En general, se observa que la mayoria
de los grupos estudiados (concretamente quince) quedan situados en
un rango comprendido entre 0.030 y 0.050, destacindose fuera de estos
margenes las frecuencias altas de Galicia, vascos de Vizcaya (1979)
y Castellén, y por el otro extremo, las de Canarias (1969), Tarragona
y La Mancha. A este respecto, llama la atencién el valor excesivamente
elevado de la muestra de Galicia en comparacién con los restantes valo-

res peninsulares.

Los datos encontrados en Menorca (K = 0.042) quedan clara-

mente incluidos dentro de los valores intermedios de la Peninsula.

Si se considera la homogeneidad de la serie global formada
por las 21 muestras que figuran en el cuadro 3.50, se aprecian diferen-
cias significativas ( x?= 133.69; P < 0.001; 20 g.d.1.), al igual que

en el conjunto de las poblaciones espafiolas peninsulares, incluida
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Cuadro 3.50: Polimorfismo Kell-Cellano en diversas poblaciones espafiolas y portuguesas, y su comparacién

con la serie de Menorca.

P »

POBLACION N KK Kk kk K k XZ REFERENCIAS
{comp.)

ZONA NORTE
Asturias 2642 164 2478 0.032 0.968 2.84(1) Vigil y Gémez, 1976
Galicia 191 1 48 142 0.131 0.869 34.84(1) Fernindez, 1980
ZONA CENTRQ
Leén. Noreste 510 36 474 0.035 0,965 0.54(1) Gomez, 1976
Madrid .97 10 87 0.053 0.947 0.40(1) Elésegui, 1951
Madrid 4300 11 306 3983 0,038 0.962 0.53(1) Campillo, 1973
Mancha 246 0 13 233 0.026 0.974 2.18(1) Mesa, 1973
T. Campos y M. Torozos 361 o 32 329 0.044 0.956 0.08(1) Mesa, 1976
ZONA ESTE .
Barcelona 978 0 70 908 0.036 0.964 0.60(1) Valls, 1975
Gerona 290 0o 21 269 0.036 0.964 2.28(1) Moreno y Moral, 1983
Tarragona 345 o 18 330 0.022 0.978 5.01(1) Moreno et al., 1982
Castellén. Morella 189 1 21 167 0.061 0.939 1.75(1) Carceller, 1980
Menorca 457 o 38 419 0.042 0.958 ———— Moral, 1979
ZONA VASCA
Vascos Espafia 120 11 109 0,047 0.953 0.09(1) Moya, 1970
Vascos Vizcaya. V. Arratia 215 29 186 0.070 0.930 4.36(1) Iturrioz, 1979
Vascos Vizcaya 500 40 360 0.041 0.959 0.03(1) Iturrioz, 1980
Vascos Vizcaya 1325 105 1220 0.040 0.960 0.07(1) Iturrioz, 1982
Vascos Guipidzcoa 360 24 336 0.034 0.966 0.78(1) Puente, 1980
Vascos Francia 317 32 285 0.052 0.948 0.72(1) Nijenhuis, 1956
ISLAS CANARIAS
Canarias 228 7 221 0.016 0.984 6.82(1) Kalich~Kénner, 1969
Gran Canaria 182 15 167 0.042 0.958 0.00(1) Roberts et al., 1966
PORTUGAL
Portugal 301 1 21 279 0.038 0.962 0.25(1) Cunha y Morais, 1966

El nimero indicado entre paréntesis corresponde a los grados de libertad.
* Nivel de significacién 0.05, para 1 g.d.l., X°= 3.84.

Menorca, (y2?= 126.42; P<0.001; 17 g.d.l.). Por otro lado, si se atien-
de a las distintas zonas geograficas, se observan diferencias estadis-
ticas en la zona Norte ( x?= 96.88; P< 0.001; 1 g.d.l.), en la zona
Este ( x?= 10.36; P = 0.05 - 0.02; 4 g.d.l.) y en Canarias (x?= 5.33;
P = 0.05 - 0.02; 1 g.d.l.), existiendo homogeneidad Unicamente entre
los grupos de la zona Centro (x2= 4.03; P = 0.50 - 0.30; 4 g.d.1l.)
y del Pais Vasco (;2= 10.59; P = 0.10 - 0.05; 5 g.d.l.). Estos datos
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Figura 3.59: Distribucién del alelo "K" en diversas poblaciones de la Peninsula Ibérica.

parecen indicar la existencia de una cierta heterogeneidad en la pobla-

cidén espafiola para el sistema Kell.

Los resultados de la comparacién entre las muestras penin-
sulares, dos a dos, mediante el test de x? , figuran en el cuadro 3.51.
La serie menorquina difiere significativamente de las de Galicia, vas-
cos de Vizcaya (1979), Canarias (1969) y Tarragona, encontrandose las
mayores divergencias con la muestra de Galicia 1la cual, a su vez, di-

fiere estadisticamente de todas las poblaciones comparadas.
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B. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterra-

neas y del Centro y Norte de Europa.

En el cuadro 3.52 se muestran los resultados obtenidos
para el sistema Kell en diversas poblaciones de la Cuenca Mediterréanea
y del Centro y Norte de Europa, asi como su comparacién con la serie

menorguina.

Las figuras 3.60 y 3.61 expresan gréaficamente la distribu-
cién del alelo K en el Mediterrdneo y en el Centro y Norte de Europa,

respectivamente.

Las frecuencias de K en el &rea mediterrdnea oscilan, en
general, entre 0.01 y 0.07, exceptuando los valores mas bajos de algu-
nas muestras de Oriente Préximo y de la isla de Creta, asi como las
frecuencias considerablemente superiores de los dos grupos aislados

de la Peninsula del Sinai.

Los resultados hallados en Menorca (K = 0.042) quedan in-

cluidos dentro del rango de variacién mediterrianea.

En las poblaciones del Centro y Norte de Europa, los valo-
res del alelo K son, en general, bastante uniformes quedando situados
entre 0.027 (Noruega) y 0.062 (Rumania), con excepcién de los lapones

de Finlandia que presentan un valor mis bajo (0.013).

Al comparar los resultados para el sistema Kell entre la
muestra de Menorca y el resto de poblaciones europeas y mediterréneas,
mediante el test de Xz, (cuadro 3.52) se encuentran diferencias signi-

ficativas s6lo con algunos grupos mediterréneos Y con los lapones.

~ 236 -



Cuadro 3.52: Polimorfismo Kell.Cellano en diversas poblaciones mediterréneas y del Centro y Norte de Eurocpa.

Comparacidén con la serie de Menorca.

POBLACION N KK Kk kk K k x?;omp.) REFERENCIAS
Alemania Occidental 5565 5 418 5142 0.041 0.959 0.30(1) Walter et al.,, 1978
Alemania Oriental 2011 153 1858 0.039 0.961 0.26(1) ¢ Diiwald et al., 1962
Austria., Viena 1303 108 1195 0.042 0.958 0.00(1) e Speiger y Lewkin, 1950
Checoslovaquia. Praga 418 41 377 0.050 0.950 0.59(1) » Kout, 1959
Dinamarca 1204 1 97 1106 0.041 0.959 0.01(1) « Skov et al., 1970
Finlandia 127 (¢} 5 122 0.027 0.873 2.79(1) + Kaarsalo et al., 1962
Francia:

Par{s 1582 131 1451 0.042 0.958 0.00(1) s André et al., 1954

Languedoc 1080 €0 1020 0.026 0.974 4.10(1)  Cazal y Tesniére, 1954

Tarn 287 29 258 0.052 0.948 0.69(1) e Ruffié, 1958

Pirineos Orientales 195 17 178 0.045 0.955 0.03(1) * Ruffié, 1958

Cércega 143 10 133 0.036 0.964 0.26(1) * Ranque et al., 1961
Grecia:

Continente 114 o 4 110 0.018 0.982 3.09(1) Tsiakalos et al., 1980

Griegos 479 47 432 0.050 0.950 0.67(1) ¢ Paidoussis, 1967

Arta (Ghavria) 358 43 315 0.062 0.938 3.06(1) e Fraser et al., 1969

Arta (Kalovatos) 418 30 388 0.037 0.963 0.39(1) o Fraser et al., 1969

Atenas 382 26 356 0.035 0.965 0.67(1) * Constantoulis y P.,1958

Creta 115 1 114 0.004 0.996 8.02(1) e Barnicot et al., 1965
Holanda 538 1 45 492 0.044 0.956 0.02(1) o Loghem et al., 1953
Hungria 349 1 25 323 0.039 0.961 0.20(1) * Umnova y Horvath, 1965
Inglaterra:

Inglaterra 1166 1 89 1076 0.039 0.961 0.16(1) e 1kin et al., 1954

Escocia 527 0 47 480 0.045 0.955 0.12{1) s Ikin et al., 1954

Wales 116 (o] 10 106 0.043 0.957 0.01(1) * Ikin et al,, 1954

Irlanda del Norte 319 o 29 290 0.045 0,955 0.14(1) * Teesdale y TiIls, 1970
Irlanda Rpca. 1701 1 146 1554 0.044 0.956 0.05(1) * Teesdale y Tills, 1970
Islandia 2056 215 1841> 0.054 0.946 1.89(1) * Bjarnason et al., 1968
Italia

Venezia 500 45 455 0.046 0.954 0.14(1) e Rossi, 1966

Lombardia 1000 101 899 0,052 0.948 1.16(1) * Tiraboschi, 1966

Piemonte 605 2 40 563 0.036 0.964 0.70{(1) * Cavallini y Sala, 1970

Liguria 118 3 115 0.013 0.987 4.72(1) ¢ Calogera, 1953

Emilia 178 6 172 0.017 0.3983 4,86{(1) » Ceppelini et al., 1959

Toscana 4521 275 4246 0,031 0.969 3.51(1) ¢ Gagliardi y Macchia,1968

Umbria 1040 63 977 0.031 0.969 2.57(1) ¢ Gambelunghe y R., 1965

Lazio 300 1 25 274 0.045 0.955 0.03(1) « Spedini, 1960

Abruzzi e Molise 4368 224 4144 0.026 0.974 8.18(1) ¢ Carlo y Marco, 1970

Puglia 98 3 95 0.015 0.985 3.26(1) ¢ Tansella, 1953

Calabria 473 41 432 0.044 0,956 0.04(1) s Levanti, 1968

Is, Lipari 203 15 188 0.038 0.962 0.16(1) e Warwick et al., 1964

Cerdefia. Cagliari 114 0 14 100 0.061 0.939 1.73(1) s Bartolo et al., 1969

Cerdefia. Sassari 1003 37 966 0.019 0.981 13.79(1) « Marras y Stangoni, 1965
Malta 118 16 102 0.070 0.930C 3.03(1) e Tkin, 1963
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POBLACION N KK Kk kk K k x(comp.) REFERENCIAS
Noruega. Oslo 9564 796 8768 0.043 0.957 0.00{1) . Kornstad et al., 1966
Polonia. Cracow 186 4 8 174 0.043 0.957 0.64(1) * Kobiela y T., 1966
Rumania. Bucarest 200 24 176 0.062 0.938 2.21(1) « Fotino et al., 1964
Suecia 4399 320 4079 0.037 0.963 0.66(1) Heiken, 1962
Suiza 616 a5 571 0.037 0.963 0.37(1) * Hidssig, 1952
U.R.5.5.:
Caucaso 659 38 621 0.029 0.971 2.76(1) + Verbitsky et al., 1972
Moscow 1258 99 1157 0.041 0.959 0.04(1) * Umnova et al., 1964
Chipre:
Lowland 126 10 116 0.041 0.959 0.02(1) * Plato et al., 1964
Troodos 67 9 58 0.070 0.930 1.87(1) e Plato et al., 1964
Turquia:
Mersin (Turcos) 107 4 103 0.019 0.981 2.63(1) * Aksoy et al., 1958
Z. Mersin (Eti-turcos) 116 12 104 0.053 0.947 0.48(1) * Aksoy et al., 1958
Libano:
Drusos 151 9 142 0.030 0.970 0.88(1) « Ruffié y Taleb, 1965
Maronnitas 695 29 666 0.021 0.979 8.64(1) ¢ Ruffié y Taleb, 1965
Shi'ah 353 9 344 0.013 0.987 12.11(1) + Ruffié y Taleb, 1965
Sunni 363 15 348 0.021 0.979 5.85(1) * Ruffié y Taleb, 1965
Israel:
Judfos Iran (Kurdos) 94 0 3 91 0.016 0.984 2.97(1) * Godber et al., 1973
Judfos Israel (Samar.) 132 (o] 132 0.000 1.000 11.73(1) « Bonné, 1966
Judiés Yemen 75 o] o) 75 0.000 1.000 6.72(1) * Godber et al., 1973
Judfos Norte Africa 145 17 128 0.060 0.940 1.54(1) e Ikin et al., 1972
Arabes Israel 88 (o] 3 85 0.017 0.983 2.55(1) » Tills et al., 1966
Egipto:

Sinai. Jebeliya a5 31 64 0.179 0.821 42,52(1) * Bonné et al., 1971
Sinai. Towara 200 a9 151 0.131 0.869 31.72(1) ¢ Bonné et al., 1971
Libia 800 3 73 724 0.049 0.951 0.50(1) * Simonovic y M., 1970

Tinez. Is. Djerba 47 6 41 0.066 0.934 1.06(1) * Moullec y A., 1954
Argelia:
Tlemcen. Bereberes 212 19 193 0.046 0.954 0.08(1) » Ruffié et al., 1962
Metlili. Chaamba 210 7 203 0.017 0.983 5.68(1) ¢ Ruffié et al., 1962
Marruecos. Alto Atlas 256 19 237 0.038 0.962 0.18(1) * Johnson et al., 1963
Lapones. Finlandia 320 8 312 0.013 0.987 11/43(1) * Eriksson, 1966

* el nimero indicado entre paréntesis corresponde a los grados de libertad.

Nivel de significacién 0.05, para 1 g.d.1., x? = 3.841.

* Cit. Mourant et al., 1976.
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3.7 ©SISTEMA P

La identificacién por Landsteiner y Levine (1927) de un
nuevo anticuerpo, al que denominaron anti-P, en suero de conejos inmu-
nizados con hematies humanos, supuso el descubrimiento del sistema
P. Este anticuerpo reconocia un nuevo antigeno sobre los eritrocitos
de aproximadamente un 75 % de los individuos. En un principio se consi-
deré a este sistema como monofactorial, diferenciéndose dos tipos de
sangre: P-positivos y P-negativos. Sin embargo, el hallazgo posterior
de nuevos antigenos aumentd considerablemente la complejidad del siste-
ma P el cual, en la actualidad, incluye cinco posibles fenotipos, Pl'
P2, Pk Yy p, caracterizados por la presencia o ausencia de tres deter-

k

minantes antigénicos P, Py P .

l’

En cuanto a la transmisién hereditaria de estos antigenos,
actualmente se sabe que la idea primitiva que los consideraba como
alelos de un mismo locus o de loci estrechamente ligados, es incorrec-
ta. La informacién bioquimica més reciente sobre dichos antigenos su-
giere que estdn implicados genes de al menos dos loci independientes

en el sistema P (Watkins, 1980).

Desde el punto de vista clinico, no es frecuente que los
anticuerpos de este sistema tengan un papel importante en accidentes
transfusionales graves, bien sea porque actlan a temperaturas inferio-
res a 10 °C (anti—Pl)), 0 por su escasa incidencia en la poblacidn
(anti—Tja). Tampoco tienen un significado especial en casos de incompa-
tibilidad fetomaterna ya que, en general, son moléculas grandes (IgM)
incapaces de atravesar la barrera placentaria y producir eritroblasto-

s8is fetal.
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3.7.1 CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS P

Grupos Ply P2.

Los grupos P. y P,_ se distinguen entre si por la presencia

1 2
o ausencia de aglutinacién frente al suero anti—Pl. Se ha constatado
que el factor P1 confiere a los hematies una aglutinabilidad muy varia-

1 positivas y P2 no siem-

pre es clara (Erskine y Socha, 1978). Sin embargo, los andlisis cuanti-

ble, por lo gue la distincidn entre sangres P

tativos de la actividad antigénica de Pl (Henningsen, 1949) han demos-
trado que la subdivisién de las sangre P en distintas categorias segin

la intensidad de la reaccidén con anti-P como proponen algunos auto-

1’
res, es arbitraria.

Desde el punto de vista genético, se considera que 1los

y P2 de un mismo

es el responsable

grupos P1 N P2 estén determinados por dos alelos Pl

locus. El1 alelo P dominante con respecto a P

1’ 2’
de la presencia del antigeno Pl sobre los eritrocitos. En cambio, P2

condiciona la no aparicién del antigeno Pl (cuadro 3.53).

Cuadro 3.53: Los grupos P. y P_ del sistema P.

1

Genotipo Fenotipo Antigenos Anticuerpos

Plpl

o b Pl Py P1 Ninguno
12

P2P2 P2 P Anti—P1
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Cabe resaltar que ambos fenotipos Pl y P2 presentan un
antigeno P comin, cuya presencia estd controlada por un gen "P" inde-
pendiente del locus Pl/PZ' cuyo mecanismo de accidén se explica més

adelante.

Por otra parte, parece existir una cierta relacidn entre
el genotipo y el distinto grado de intensidad de la aglutinacidn de
las sangres P frente a anti—Pl, ya que se ha encontrado una mayor pro-
porcidén de heterocigotos P P,_. entre los individuos Pl débiles, mientras

12

fuertes, el porcentaje de homocigotos P Pl

que entre las personas P 1

1
es mayor (Moullec, 1971).

Por lo que respecta al desarrollo del antigeno Pl, se ha
constatado que su aglutinabilidad es mas débil en recién nacidos que
en adultos. Asimismo, segin diferentes autores, parece que la intensi-
dad individual de los receptores antigénicos Pl experimenta una madura-
cién en el curso vital hasta una edad que oscila entre los 18 meses

¥ los 7 afios.

Grupo p.

A este grupo pertenecen los individuos que se encuentran

desprovistos de todo antigeno perteneciente al sistema P.

La deteccidén de un nuevo anticuerpo anti—Tja {Levine et
al., 1951) en una mujer con adenocarcinoma gastrico, desencadend una
serie de investigaciones que condujeron a la asignacién de este anti-
Suero y su antigeno correspondiente (Tja) al sistema P (Sanger, 1955).
A partir de estudios serolégicos de absorcién del suero anti--Tja por
hematies P1 negativos, se propuso un cambio de nomenclatura, designan-

dose dicho antisuero como anti-P+P_, ya que aglutinaba a los hematies

1)
P bositivos, tanto fuertes como débiles, y apenas reaccionaba con los

glébulos Tj(a-), los cuales fueron clasificados como pertenecientes
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al grupo "p'". La incidencia de este grupo es muy reducida, del orden

de 5.8 x 10 -6,

Genéticamente los individuos de fenotipo "p" se consideran
homocigotos para un tercer alelo "p" recesivo en el locus Pl/PZ' Este
alelo "p" en homocigosis (pp) no produce la sintesis de ningin anti-

geno del sistema P sobre los eritrocitos (cuadro 3.54).

Cuadro 3.54: Grupos P P, y p del sistema P.
<

1’
Genotipo Fenotipo Antigenos Anticuerpos
P1P1
P1P2 Pl Py Pl Ninguno
PlP
P2P2
P2 P Anti-P
P_P 1
2
pp p (Tj a-) Ninguno Anti-P+Pl
(Anti-Tj%)

Las personas de genotipo pp presentan en el suero un anti-
cuerpo regular anti-P+Pl (anti—Tja), existiendo en este sentido un
notable paralelismo entre el sistema P y 1los grupos A1A20 (cuadro

3.55).
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Cuadro 3.55: Paralelismo entre el sistema P y los grupos A1A20.

anticuerpos anticuerpos
Fenotipo en suero Fenotipo en suero
P anti-P+P1 0 anti—A+A1
P2 a veces antl--Pl A2 a veces antl—Al
Pl ninguno Al ningin anti-A
Grupo PE;

En 1959, Matson et al. identificayon un nuevo antigeno
Pk, de frecuencia muy baja, también perteneciente al sistema P. Obser-
varon el caso de dos hermanas cuyos eritrocitos poseian un determinante
denominado Pk, reconocido por algunos sueros anti-P1 y por los antisue-
ros anti—P+Pl (anti—Tja). Sin embargo, se comprobd que el suero de
estas personas contenia asimismo anticuerpos anti—P+Pl. Ante esta si-
tuacién, se realizaron andlisis con sueros anti~Tja previamente absor-
bidos con hematies Pl para que quedasen retenidos todos los anticuerpos
(anti-p y anti—Pl) excepto los que reaccionaban con gldébulos Pk. De
este modo, se confirmdé que el antisuero-P+Pl {antiguo anti—Tja) conte-
nia en realidad tres anticuerpos anti—P+Pl+Pk que reconocian a los
hematies Pl, P2 ¥y Pk, mientras que el anticuerpo de los individuos

k
P" reconoce tnicamente las sangres Pl y Pz.

En un principio se pensd que el antigeno Pk estaba contro-
lado genéticamente por un cuarto alelo Pk del locus Pl/Pz/p, dominante
con respecto a ''p", y recesivo en relacidn a Pl y P2. Sin embargo,
andlisis familiares posteriores (Kortekangas et al., 1965) parecen
Sugerir que el gen responsable del antigeno Pk no pertenece al locus
p1/P2/p, sino que se transmitiria como un alelo recesivo situado en

€n un locus diferente.
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Se ha comprobado que el fenotipo Pk puede dividirse en

dos subgrupos: Pk, cuando los hematies Pk reaccionan positivamente

con anti—Pl; y PZ’ cuando no hay aglutinacién con dicho antisuero.
Sin embargo, la designacién de P; ha sido recusada por algunos autores,

ya que implicaria una cierta contradiccién, pues, por un lado, los
individuos P2 poseen antigeno P y, por otra parte, todos los sujetos
Pk fabrican anticuerpos anti~P. En consecuencia proponen la denomina-
cién de Pk para los fenotipos Pg.

Con el descubrimiento del antigeno Pk se amplidé hasta cinco
el numero posible de fenotipos detectables en el sistema P, caracteri-
zados por la presencia de distintas combinaciones de los tres antigenos

P, P1 y Pk (cuadro 3.56).

Cuadro 3.56: Fenotipos del sistema P.

Reaccidén con anti-

Fenotipo Antigenos Anticuerpos --P1 —P+P1+PK -P —Pk
Pl P, Pl ninguno + + + -
P2 P anti—Pl - + + -
. . k
)s) - ant1—P+P1+P - - - -
k k .
P1 P, P1 anti-P + + - +
k
Pk P anti—P+P1 - + - +

3.7.2 BIOQUIMICA DE LOS ANTIGENOS ASOCIADOS AL SISTEMA P

En 1957, Cameron y Staveley descubrieron sustancias con

A k . ..
actividad Pl y P, inhibidoras de sueros anti—Pl y anti-Pk, en quistes
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hidatidicos de ovinos, producideos por Echinococcus granulosus. Poste-

riormente, dichas sustancias se han identificado también en animales
de diversos grupos taxondmicos (Anélidos, Nemdtodos, Trematodos,...),
iniciédndose a partir de ellas los estudios bioquimicos de los antigenos

del sistema P.

Los primeros datos sobre la naturaleza quimica de los anti-
genos P, obtenidos mediante técnicas de inhibicidn, indicaron que la
a-D-galactosa es el glicido inmunodominante en los determinantes Pl

y Pk.

El anadlisis de las sustancias con actividad Pl y Pk de
los quistes hidatidicos, ha puesto de manifiesto que son glucoprotei-

nas, y que las especificidades P, y Pk residen en los restos terminales

de oligosaciridos los cuales est;n unidos a la proteina. El1 aislamiento
de fragmentos de oligosacdridos condujo a la caracterizacidén del trisa-
carido a-Gal(l--4) B-Gal(l—=4)NAcGlc que inhibia fuertemente sueros
anti—P1 siendo identificado como el determinante Pl' Los sueros anti-Pk
eran inhibidos también fuertemente por dicho trisacérido y por el disa-

cérido 8-Gal(1—4)Gal.

En los eritrocitos, la actividad Pl estd asociada a gluco-
esfingolipidos. La purificacién del glucolipido con actividad Pl reveld
que se trataba de una ceramida unida a un pentasacéarido. Por otro lado,
estudios de inhibicién de aglutinacién con glﬁcoeéfingolipidos de es-
tructura conocida, llevaron a la identificacién de la naturaleza de
los determinantes P y Pk eritrocitarios. El antigeno P es un globdsido
¥ la trihexosilceramida es la responsable de la actividad antigénica

ek,

En el cuadro 3.57 se esquematizan las estructuras de los
determinantes eritrocitarios del sistema P. Se puede apreciar que el
trisacdrido terminal responsable de la especificidad Pl es el mismo
en los glucolipidos dg la sangre que en las glucoproteinas de los quis-

tes hidatidicos. Por otro lado, llama la atencidn que los determinantes
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P1 y Pk tengan el mismo disacédrido terminal. Sin embargo, son especifi-

cidades diferentes ya que las estructuras Pk no inhiben los sueros
anti—Pl, por lo tanto, anti—Pl, por lo tanto, el tercer resto glucidico
(NAcGlc) ha de constituir una parte importante y diferencial en la
estructura del determinante P_,. La especificidad de los anticuerpos

1

P gue no muestran afinidad por el disacarido comin a P1 y Pk (a—-Gal

l'
(1-+-4)B-Gal), estaria condicionada por 1la composicién molecular y la
configuracién espacial del trisacédrido (a-Gal(l—4)8-Gal(1l—4)B-NAcGlc)

(Wwatkins, 1980).

Cuadro 3.57: Estructura de los glucolipidos Pk, P y P, y de sus precur-

1
sores.
Especificidad Estructura Glucolipido
k
(Precursor P ) 8~Gal(1-4)Glc-CER Lactosilceramida
k
P a-Gal(1-4)8-Gal(1-4)Glc-CER Trihexosilceramida
P 8-NAcGal(1-3)a-Gal(1-4)8-Gal(1-4)Glc-CER Globdsido
(Prec.P.) B-Gal(1-4)B-NAcGlc(1-3)8-Gal(1-4)Glc~-CER Paraglobdsido
P, o-Gal(1-4)8-Gal(1-4)g-NacGlc{1-3)g-Gal(1-4}Glc-CER Glucolipido P,

3.7.3 INTERPRETACION GENETICA DEL SISTEMA P

. 3 k . .
El conocimiento de las estructuras Pl’ P y P, ha permitido
diversas consideraciones sobre las vias biosintéticas ¥y las relaciones

entre los antigenos del sistema P,

El andlisis de los glucolipidos con actividad Pk y P, que

se diferencian en un solo resto glucidico terminal (cuadro 3.57), sugi-
. ’
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rié la existencia de una relacidén precursor-producto entre ellos. En
. k . . .

este sentido, el P seria el precursor directo del antigeno P, no pu-

diendo estar las dos especificidades controladas por genes de un mismo

locus.

El gen P, responsable del antigeno P, codifica para un
enzima especifico (B-3-N-acetilgalactosaminiltransferasa) que cataliza-
ria la conversidn de Pk en P, mediante la adicidén de una B-N-acetilga-
lactosamina terminal (Figura 3.62). En cambio, los individuos en los
que el alelo P no es funcional (posiblemente homocigotos para un alelo
silente de P) carecerian de la transferasa y no realizarian la trans-
formacidén del precursor pk en P, manifestando, en consecuencia, el

fenotipo Pk.

Esta interpretacidén estd en concordancia con la ausencia
del enzima P en fibroblastos de individuos Pk. Asimismo, se ha encon-
trado que P se expresa en células policaridéticas obtenidas por la fu-
sién de fibroblastos Pk Yy p, ¥ la explicacidn que parece mas evidente
para la complementacién es que las células "p" proporciocnan el gen
que codifica la transferasa P que convertiria la sustancia precursora

k
P suministrada por las células Pk en el determinante P.

Con respecto a la interpretacidén genética global de los
grupos Pl, Pk y p, un esquema genétii? satisfactorio ha de explicar:
1) la ausencia de actividades P1 y P enlfl fenotipo p (la ausencia
de P estaria justificada por la falta de P); 2) la existencia de dos

k k .
fenotipos Pk, P k (con especificidades Pl y P7) y P (solo con activi-

l .
dad Pk), y 3) el hecho de que los individuos de fenotipo P2 tengan
capacidad para producir una sustancia Pk, precursora directa del anti-

geno P,

Entre las diversas explicaciones propuestas, la hipdtesis
mds simple y sugerida independientemente por muchos investigadores,
€s la de que Pk, P, .w p son genes alélicos. Pk y Pl especifican una

1
@-galactosiltransferasa, pero el enzima producido por el gen P muestra
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(1,4)

@—O—czr

K
(precursor P) 8-3-NAcGlc

8 ~-4-Gal s i
lactosilceramida , transferasa

transferasa\

~

(1,4) (1,4) (1,3) (1,4
- é@£~ —(O——-€ER DN——@- {5 CER

K
P g-4-Gal
- -« transferasa

8-3-NAcGal 1.4 1.3 1.4
transferasa__.. ’ ’ ’
©—/\—@—O—c=r

4R

(precursor Pl)

1,3 1,4 1,4
—@—@—O—c=x
a-4-Gal
P - = =transferasa

00"/ "@—-O—csr

P
© s8-calactosa O a-Galactosa O Glucosa
D g8 —N- Acetilgalactosamina A 8 -N-Acetilglucosamina
R
Figura 3.62: Posibles vias de formacién de los determinantes ka P
y Pl, a partir del precursor lactosilceramida.
™
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una especificidad estricta y sélo transfiere galactosa a la sustancia
precursora de Pk (lactosilceramida), mientras que el enzima del gen
P, es menos especifico y puede utilizar como sustratos tanto lactosil-

1

ceramida como el precursor de P. (paraglobdsido). E1l tercer alelo p

1
no formaria ningin producto enzimdtico activo y, por tanto, se acumula-
rian los dos precursores (lactosilceramida y paraglobésido), asi como
otros glucolipidos de molécula grande (sialparaglobdsido) (véase 1la

figura 3.62).

Sin embargo, hasta que no se disponga de datos bioquimicos
seguros sobre la estructura y especificidades de las transferasas,
o que estudios de hibridacidn celular demuestren si Pl y P son o no
alelos entre si, no puede considerarse definitivamente resuelta la

cuestidén de si son 2 o 3 los loci implicados en el sistema P.

3.7.4 RELACION ENTRE LOS SISTEMAS P Y ABH

A nivel bioquimico es clara la relacidén existente entre
estos dos sistemas ya que los glucolipidos con actividad Pl’ Pk con
P, H, A y B sintetizados por los precursores eritrocitarios tienen
como estructura base la lactosilceramida, esquematizéndose en la figura
3.63 las posibles vias de produccién de dichos antigenos a partir de

la lactosilceramida.

(——® Trihexosilceramida (Pk)—-——-» Globésido (P)

Lactosilceramida ~—
~» Glucolipido Pl
Paso 1 Paso 2

= ———® DParaglobdésido —f—=H <:g

(Precursor Pl) L» Sialparaglobd-~

sido

N ————

Figura 3.63: Esquema de las vias de formacidn de los antigenos Pk,

P, P H, A y B y sialparaglobdésido. Los pasos 1 y 2

l’
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representan la adicién de dos glicidos necesarios para

la sintesis de paraglobésido (tomado de Watkins, 1980).

Se sabe que la glucosidacidén de los lipidos se realiza
en el aparato de Golgi, sin embargo, no estéd establecido si las cadenas
glucidicas de los diferentes glucolipidos poseen su propio sistema
de glucotransferasas, o bien existe una competicién de las glucotrans-
ferasas en un "pool" de sustancias precursoras. Si hay libre competen-
cia entre las glucotransferasas, en las células hematopoyéticas, el
pool de lactosilceramida puede ser convertido en antigeno Pk y de ahi
en determinante P, o también por adicidén secuencial de NAc-glucosamina
(Paso 1) y galactosa (Paso 2) en paraglobdsido. Esta Gltima sustancia
puede transformarse en una estructura H de tipo 2 y de ahi en determi-

nantes A y/o B, en determinantes P. por adicién de un resto de galacto-

1
sa o bien en sialparaglobdsido por adicién de &cido sidlico (figura

3.63).

En este sentido, el hecho de que exista una variacidén en
la expresidén del antigeno P1 en los hematies de diferentes individuos
frente a la constancia de las actividades A, B y H en fenotipos ABO
normales, podria reflejar la capacidad de la transferasa P1 para compe-
tir con la transferasa H (la sialiltransferasa) por la misma sustancia

precursora (paraglobdsido) (Watkins, 1980).

Otro aspecto interesante es la semejanza entre las estruc-
turas del antigeno Pl y de la sustancia B activa de tipo 2, ya que
ambos presentan una secuencia terminal "Gal-Gal-NAcGlc-R'", sin embargo,
no se ha observado reactividad cruzada entre los sueros anti-B y anti-
Pl' Asi pues, estos trisacéridos deben presentar configuraciones espa-
ciales ante los anticuerpos, las cuales podrian ser el resultado del
tipo de enlace entre las galactosas terminales, ya que en el trisacé-

rido P, es un enlace (1-4) y en el antigeno B, (1-3).
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3.7.5 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

La determinacién de la presencia del antigeno Pl. se ha

llevado a cabo utilizando suero anti-Pl {DADE) mediante la prueba en

tubo:

- En un tubo hemSlisis se colocan una gota de anti-Pl y la misma

cantidad de una suspensién de hematies en suero fisioldgico

(2-5 %).

- Se mezcla bien por agitacidén y se incuba a temperatura ambiente

durante 30-60 minutos.

- A continuacién se centrifuga a 1000 r.p.m. durante 1 minuto,

resuspendiendo suavemente el sedimento en busca de aglutinacién.

B. Métodos estadisticos.

Las frecuencias alélicas se han calculado segin procedi-
miento usual para sistemas genéticos con dos alelos con dominancia

(véase pag. 18):

e ——
Pl (=) representa la frecuencia relativa de los individuos P,, es de-

cir, namero de individuos Pl (~)/ nGmero total de la muestra.
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Se ha omitido el célculo de frecuencias fenotipicas teéri-

cas ya que al haberse utilizado solamente anti-P no tiene sentido

1,
la comparacién entre frecuencias observadas y esperadas mediante el

test de x?, por ausencia de grados de libertad.
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3.7.6 RESULTADOS

En el cuadro 3.58 figuran los resultados fenotipicos obte-

nidos en el andlisis de un grupo de individuos de Menorca. En él se

indican las frecuencias alélicas y sus desviaciones tipicas.

Para evitar en lo posible la influencia del factor tiempo

en la reactividad del antigeno P1 (Aluja, 1982), se determinaron los

grupos P en muestras de sangre extraidas en un plazo de tiempo no supe-

rior a 36 horas.

Cuadro 3.58

: Sistema P. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Fr. Obs. Frecuencias génicas

Py (P #) 150 (78.53 %) P, 0.5367  + 0.0320
Py (P =) 41 (21.47 %) P, 0.4633 + 0.0320
Total 191
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3.7.7 COMPARACIONES

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

ninsula Ibérica.

Los resultados obtenidos para el sistema P en diversas

poblaciones espafiolas y portuguesas aparecen indicados en el cuadro

3.59, asimismo en la figura 3.64 se muestra graficamente la distribu-

cidén del alelo P1 en dichas poblaciones.

Cuadro 3.59 : Sistema P en diversas poblaciones espafiolas y

portuguesas, y su comparacién con la serie de

Menorca.

N P P 3 B X2 REFERENCIAS
POBLACION 1 2 1 2 {comp.) EFEREN
ZONA NORTE
Galicia 210 170 40 0.564 0.436 0.36 Pardoc, 1978
ZONA CENTRO
Madrid 532 441 g1 0.586 0.414 1.79 Fernéndez Casado, 1975
ZONA ESTE
Barcelona 243 81 62 0.495 0.505 0.97 Grifols-Lucas, 1954
Barcelona 531 401 130 0.505 0.495 0.71 Aluja, 1982
Gerona 167 109 58 0.411 0.589 7.84 Moreno y Moral, 1983
Menorca 191 150 41 0.537 0.463 — Presente estudio
Tarragona 338 233 105 0.443 0.557 5.63 Moreno et al., 1982
ZONA VASCA
Vascos 153 119 34 0.529 0.471 0.03 Valls, 1975
Vascos Vizcaya (V. Arratia) 200 104 96 0.307 0.693 30.22 Iturr.ioz. 1979
Vascos Vizcaya 530 280 250 0.313 0.687 38.54 Ria e Iturrioz, 1980
Vascos Guiplizcoa 300 217 83 0.474 0.526 2.38 Puente, 1980
Vascos Francia 484 353 131 0.480 0.520 2.26 Ni jenhuis, 1956
Vascos Vizcaya 600 336 264 0.337 0.663 31.05 Iturrioz, 1982
ISLAS CANARIAS
Canarias 180 135 45 0.500 0.500 0.65 Kalich-Konner et al., 1969
Gran Canaria 182 120 62 0.416 0.584 7.40 Roberts et al., 1966
PORTUGAL
Potugal 552 408 144 0.489 " 0.511 1.62 Cunha, 195€

2

& Nivel de significacién 0.05, para 1 g.d.l., X"= 3.84,

~ 256 -



)

0.337 0.480
0.307 0.474
0.313 Tereed e,

0.529

s .
. $oetr
Cerete, 48 0"t

0.537

Figura 3.64: Distribucién del alelo P1 en algunas poblaciones de la Peninsula Ibérica.

Los valores de Pl en las muestras comparadas presentan
un amplio rango de variacidén que oscila entre 0.307 en Vizcaya y 0.586
en Madrid. La muestra menorquina presenta unos resultados (P1 = 0.537)
Que quedan dentro de los limites de la variabilidad de la poblacidn
éspafiola, siendo particularmente similares a los valores peninsulares
més elevados. Cabe sefialar que las tres series vascas de Vizcaya mues-

tran frecuencias P, mas bajas, quedando claramente separadas de las

1
demds poblaciones consideradas, de tal modo que si se excluyen las
tres series vizcainas el intervalo de variacidn del alelo Pl queda

limitado entre 0.411 (Gerona) y 0.586 (Madrid).

Si consideramos la homogeneidad del conjunto formado por

las 16 muestras espafiolas y portuguesas, se obtienen diferencias signi-
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ficativas (y? = 246.91; P <0.001; 15 g.d.l.). Asimismo, descartando
de la serie global las tres muestras vizcainas también se presenta

heterogeneidad (x? = 48.83; P <0.001; 12 g.d.l.).

En relacién a los 6 grupos de poblacién vasca incluidos
en el cuadro 3.59, se aprecia un fuerte heterogeneidad (x* = 91.01;
P < 0.001; 5 g.d.l.) pudiéndose distinguir dos grupos homogéneos, por
un lado las tres muestras vizcainas con frecuencias P1 minimas (
%2 = 1.57; P = 0.50 -~ 0.30; 2 g.d.l.) y por el otro las tres series
de vascos, Valls (1975), Puente {(1980) y vascos Francia, Nijenhuis
(1976), que también constituyen un conjunto homogéneo (x2 = 1.73; P

= 0,50 - 0.30; 2 g.d.l.).

En el cuadro 3.60 figuran los valores del test de homoge-
neidad (yx?) obtenidos al comparar cada una de las muestras con las
otras restantes. La serie menorquina difiere estadisticamente de 1las
de Gerona, Tarragona, Gran Canaria y las muestras vizcainas apreciéndo-

se con estas Gltimas las diferencias més acusadas.

En resumen, los datos existentes sobre la distribucién

del grupo P, en poblacidén espafiola son claramente heterogéneos. Esta

1
heterogeneidad bien puede ser un reflejo de diferencias reales existen-
tes en la poblacidén espafiola, la cual todavia no estd lo suficientemen-
te estudiada para poder sacar conclusiones definitivas sobre la distri-

bucidén de este sistema.
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B. Comparacidén de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterra-

neas y del Centro y Norte de Europa.

En el cuadro 3.61 se indican los datos referentes al siste-~
ma P en diversas poblaciones mediterréneas y del Centro y Norte de

Europa (Mourant et al., 1976) y su comparacién con la serie de Menorca.

La distribucidn geografica de las frecuencias Pl aparece

en las figuras 3.65 y 3.66.

En el &rea mediterrdnea la mayoria de valores P1 se hallan
comprendidos entre 0.40 y 0.55 predominando valores relativamente bajos
en la zona mas oriental. Frecuencias inferiores a 0.40 se encuentran
en algunas poblaciones de Israel, Peninsula del Sinai, Malta y Pirineos
Orientales, mientras que valores superiores a 0.55 se presentan en
algunas muestras de Italia, Sur de Francia, Argelia y Marruecos. Cabe
seflalar que las frecuencias Pl extremas del Mediterraneo corresponden
a las series de samaritanos (0.207) y de Bereberes de Marruecos (0.645)
que son dos grupos de poblacién con unas caracteristicas de aislamiento
muy acusadas.

En el Centro y Norte de Europa los valores de P1 se situan

entre 0.403 en Islandia Y 0.564 en Polonia, no observandose gradientes

marcados de variacidén. Como excepcidn cabe mencionar a los Lapones

de Finlandia ¢ i i
: : on una'frecuenc1a P, igual 0.169 extremadamente baja.
0s datos de la Peninsula pueden, en general, enmarcarse dentro de

los méar iacid
genes de variacidn europea, a excepcidn de las series de Vizcaya

que presentan frecuencias inferiores al valor minimo de 0.403
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Cuadro 3.61 : Sistema P_en diversas poblaciones mediterrdneas y del Centro y Norte de Europa. Comparacién
con_la serie de Menorca.
= = 2%
POBLACION N Pl P2 Pl P2 x(comp.) REFERENCIAS
Alemania Occidental 5313 4070 1243 0.516 0.484 0.38 Walter et al., 1978
Alemania Oriental 3115 2368 747 0.510 0.490 0.63 e Hacker, 1964
Austria. Viena 240 170 70 0.460 0.540 0.05 « Speiser y Mohl, 1953
Bélgica 776 589 187 0.508 0.492 0.59 ¢ Grosjean, 1950
Bulagaria 1200 794 406 0.418 0.582 11.55 e Boev y Popwassielew, 1969
Checoslovaquia 575 450 125 0.534 0.466 0.01 * Kout, 1959
Dinamarca 3851 2979 872 0.524 0.476 0.14 s Henningsen, 1950
Finlandia 571 406 165 0.462 0.538 4.01 * Kaarsalo et al., 1962
Francia:
Franceses 2305 1805 500 0.534 0.466 0.01 e Khérumian y Moullec, 1952
Sur. Montpellier 1339 1091 248 0.570 0.430 0.95 e Kazal y Mathieu, 1950
Pirineos Centrales 265 203 62 0.516 0.484 0.24 * Ruffié, 1958
Pirineos Orientales 142 89 53 0.389_ 0.611 10.11 * Ruffié, 1958
Tarn 212 158 54 0.495 0.505 0.89 » Ruffié, 1959
Cércega. Ajaccio 178 140 38 0.538 0.462 0.00 * Ranque et al., 1961
Grecia, Atenas 3000 2346 654 0.533 G.467 0.01 ¢ Constantoulis, 1954
Holanda 845 665 180 0.539 0.461 0.00 * Nijenhuis, 1961
Hungria. Budapest 390 279 111 0.467 0.533 3.25 ¢ Umnova y Horvath, 1965
Inglaterra:
Ingleses 1166 893 273 0.516 0.484 0.35 * Ikin et al., 1954
Escocia 527 398 129 0.505 0.495 0.70 e Ikin et al., 1954
Wales 116 85 31 0.483 0.517 1.11 e Ikin et al., 1954
Irlanda del Norte 319 221 g8 0.446 0.554 5:16 e Teesdale y Tills, 1970
Irlanda Rpca. 1540 1138 402 0.489 0.511 1.92 » Teesdale y Tills, 1970
Islandia 2058 1325 733 0.403 0.597 15.51 » Djarnason et al., 1968
Italia:
Venezia-Giulia 300 239 61 0.549 0.451 0.09 * Belsasso y Valente, 1952
Veneto 426 284 142 0.423 0.577 8.90 e Cierielli et al., 1951
Lombardia 500 383 117 0.516 0.484 0.29 e Formaggio y Ferutta, 1955
Piemonte 293 217 76 0.491 0.509 1.26 * Garrone y Bocci, 1951
Emilia 1000 761 239 0.511 0.489 0.53 « Facchini et al., 1970
Toscana 250 205 a5 0.576 0.424 0.83 * Chiodi, 1948
Lazio 563 434 129 0.521 0.479 0.17 ¢ Gualdi y Umani R., 1962
Puglia 100 77 23 0.520 0.480 0.09 * Tansella, 1952
Sicilia. Catania 50 41 9 0.576 0.424 0.29 * Panella y Furno, 1951
Cerdefia. Sur Cagliari 114 75 39 0.415 0.585 5.99 * Bartolo et al., 1969
Cerdefia. Norte Sassari 1885 1171 414 0.489 0.511 1.94 e Marras et al., 1964
Is. Lipar{ 208 145 60 0.459 0.541 3.17 e Warwick et al., 1964
Malta 119 59 60 0.290 0.710 27.98 e Ikin, 1963
NO!‘uega‘ Este 1162 870 292 0.499 0.501 1.19 ¢ Bredemoen, 1950
Polonia 500 405 95 0.564 0.436 0.53  « Kelus et al., 1952
Ruman{a, Bucarest 546 441 105 0.561 0.439 0.45 e Fotino et al., 1964
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POBLACION N P, Py 51 52 X(comp.) REFERENCIAS
Suecia 3609 2768 841 0.517 0.483 0.34 » Heiken, 1966
Suiza 732 585 147 0.552 0.448 0.18 ¢ Legrain, 1960
U.R.S.S.:
Caucaso. Georgia 650 466 184 0.468 0.532 3.53 * Verbitsky et al., 1971
Moscow 1444 1061 383 0.485 0.515 2.25 ¢ Umnova, 1959
Yugoslavia 500 365 135 0.480 0.520 2.23 « Simonovié, 1958
Chipre:
Lowland 126 89 37 0.458 0,542 2.55 * Plato et al., 1964
Troodos 67 48 19 0.467 0.533 1.32 * Plato et al., 1964
Libano:
Drusos 130 93 37 0.467 0.533 2.06 * Ruffié y Taleb, 1965
Maronitas 566 405 161 0.467 0.533 3.56 +» Ruffié y Taleb, 1965
Shi'ah 378 263 115 0.448 0.552 6.12 * Ruffié y Taleb, 1965
Sunnitas 386 262 124 0.433 0.567 7.11 * Ruffié y Taleb, 1965
Israel:
Judios Irén. Kurdos 94 65 29 0.445 0,555 2.99  + Godber et al., 1973
Judios Israel. Samaritanos 124 a6 78 0,207 0,793 54,92 « Bonné, 1966
Judios Yemen 75 50 25 0.423 0.577 4.01 » Godber et al., 1973
Judfos Norte Africa 146 70 76 0.279 0.721 34.16 * Ikin et al., 1972
Arabes Israel 89 50 39 0.338 0.662 14.87 «Tills et al., 1966
Egipto:
Egipcios 1000 775 225 0.526 0.474 0.10 « Moharram, 1942
Pen. Sinai. Jebeliya 95 48 47 0.297 0.703 23.36 * Bonné et al., 1971
Pen. Sinai. Towara 202 123 79 0.375 0.625 14.41 * Bonné et al., 1971
Libia 400 313 87 0.534 0.466 0.01 * Simonovié y M., 1970
Tdnez 161 124 37 0.521 0.479 0.12 * Khérumian y Moullec, 1956
Argelia: »
Argelinos 194 159 35 0.575 0.42% 0.71 ¢ Khérumian y Moullec, 1956
Saoura. Arabes 232 183 49 0.540 0.460 0.01 * Ruffié et al., 1966
Saoura. Harratin 199 163 36 0.575 0.425 0.70 * Ruffié et al., 1966
Metlili. Chaamba 136 97 39 0.464 0.536 2.23  « Ruffié et al., 1962
2emmora. Flitta 204 146 58 0.467 0.533 2.55 ¢ Auzas, 1957
Marruecos. Alto Atlas 256 224 32 0.646 0,354 6.44 « Johnson et al., 1963
Lapones. Finlandia 324 100 224 0.162 0.831 109.32 * Eriksson, 1966

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

* Cit. Mourant et al., 1976.

Asi pues, los resultados de la serie menorquina (Plz 0.537)

quedan claramente incluidos dentro del &mbito de variacién que presenta

este alelo en poblaciones mediterréneas y del Centro y Norte de Europa,

siendo particularmente semejante a los encontrados en Cércega y otras

muestras del Mediterraneo Central y de Centroeuropa,
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3.8 ©SISTEMA DUFFY

El sistema grupal Duffy constituye un polimorfismo de gran
interés en estudios poblacionales, ya que sus tres variantes genéticas
mas comunes, Fya, Fyb y Fy, muestran acusadas diferencias en su distri-

bucidén racial.

Por otro lado, la comprobacidn de que los portadores del

alelo Fy eran resistentes a la malaria, producida por Plasmodium vivax,

condujo al descubrimiento de que los grupos sanguineos Duffy se hallan
relacionados con la actividad receptora de la membraba eritrocitaria
frente a este parédsito. Este hecho tiene una gran importancia en cuanto
que pone de manifiesto el significado biolégico de un polimorfismo
eritrocitario cuya funcidén era desconocida, y permite interpretar en
términos selectivos las elevadas frecuencias de este alelo en Africa

(Vogel y Motulsky, 1982).

El locus Duffy, situado en el brazo largo del cromosoma
1, no lejos de los loci responsables de la "catarata zonular congéni-
ta", de la transferrina y de las amilasas salival y pancreatica, fue
el primer locus asignado a un autosoma en el hombre (Kamaryt et al.,

1971; Lee et al., 1974).
Por otra parte los anticuerpos Duffy se han encontrado

implicados muy pocas veces en reacciones de incompatibilidad, general-

mente débiles, y en individuos politrasfundidos.
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3.8.1 CARACTERISTICAS DEL SISTEMA DUFFY

Antigenos Fya N Fyb

El descubrimiento del sistema Duffy fue realizado por Cut-
bush et al., (1950) al identificar un anticuerpo de tipo 'bloqueante"
o "incompleto'", en un paciente hemofilico con una larga historia trans-
fusional, y al que denominaron anti-Duffy (anti-Fya). El antigeno co-
rrespondiente, Fya, se hallaba presente en los hematies de aproximada-
mente el 65 % de la poblacidn inglesa. Poco después en 1951, Ikin et
al., detectaron, en el suero de una mujer después del nacimiento de
su tercer hijo, otro anticuerpo, anti~Fyb, gue presentaba propiedades
antitéticas con respecto al anti—Fya. El antigeno correspondiente se

denomind Fyb.

Atendiendo al caricter hereditario de estos dos antigenos,
el sistema Duffy se consideré en un principio formado por un par de
alelos codominantes Fya y Fyb, responsables de la sintesis de dichos
antigenos. Asi pues se distinguen tres genotipos que corresponden a
tres fenotipos identificables mediante sus reacciones con los sueros

anti—Fya y anti—Fyb (cuadro 3.62).

Cuadro 3.62: Genotipos y Fenotipos del sistema Duffy.

Reaccidn con

Genotipos Fenotipos anti—Fya anti-Fyb
Fya Fya Fy (a+b-) . _
Fya Fyb Fy (a+b+) + +
Fyb Fyb Fy (a-b+) - +
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Fenotipo Fy(a-b-)

En 1955, Sanger et al., encontraron un nuevo fenotipo,
Fy{a-b-), que se caracteriza por la ausencia simulténea de los antige-
nos Fya y Fyb. Este fenotipo es muy frecuente (70 %) en individuos
del tronco racial negroide y muy raro, o ausente, en blancos y mongo-

loides.

Los estudios familiares y seroldgicos sobre la transmisidn
de este fenotipo llevaron a admitir la existencia de un tercer alelo,
Fy, recesivo respecto a Fya';y Fyb, sin expresidén antigénica (Duffy
"silente"), que en homocigosis seria el responsable del fenotipo Fy
(a-b-). De este modo, el locus Duffy aparece integrado por tres alelos,
cuyas combinaciones pueden dar lugar a 6 genotipos diferentes, siendo
detectables Unicamente 4 fenotipos distintos segin sus reacciones con

los sueros anti—Fya y anti—Fyb (cuadro 3.63).

Cuadro 3.63: Genotipos y Fenotipos Duffy considerando los alelos Fya,

b
Fy~ y Fy.
Reaccidn con

Genotipos Fenotipos anti«--Fya anti—Fyb
Fya Fya

a Fy (a+b-) + -
Fy™ Fy

a b
Fy™ Fy Fy (a+b+) + +
Fy b Fyb

b Fy (a-b+) - +
Fy™ Fy
Fy Fy Fy (a-b-) - -

——————
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El alelo Fyx

En los afios siguientes al descubrimiento del fenotipo Fy
(a~b~) en negros, los estudios genealdgicos realizados con anti—-Fya
h anti—Fyb en poblacién blanca, pusieron de manifiesto la existencia
de algunos casos cuya interpretacidn requeria la presencia, en hetero-

cigosis, de un gen silente sin manifestacidén antigénica Fya y Fy .

En un principio, se supuso que estos casos tenian el mismo
fundamento genético que el fenotipo Fy(a-b-)}, estimiandose, en conse-
cuencia, para el supuesto gen responsable, Fy, una frecuencia de apari-

cién en caucasoides de 0.03.

Sin embargo, en 1865, Chown et al., empleando sueros anti-
Fyb especiales, pusieron de manifiesto que la mayoria de los posibles
heterocigotos FyaFy para el gen Fy, no eran tales, ya que forman una
pequefia cantidad de antigeno Fyb. De este modo, se admitid, la existen-
cia de un nuevo alelo, Fyx, que produce un antigeno Fyb muy débil,

detectable Gnicamente mediante sueros anti—Fyb seleccionados.

La presencia del antigeno FyX ha sido confirmada por téc-
nicas de adsorcidén y elucién con anti-Fyb (Race y Sanger, 1975). Las
diferencias entre las sustancias sintetizadas por los genes Fyx y Fyb
parecen Unicamente de tipo cuantitativo, sin embargo, el antigeno Fyx
se considera como producto de un nuevo alelo y no meramente como el
"extremo débil" de la expresién del antigeno Fyb, ya que no se han
detectado reacciones de intensidad intermedia entre la fuerte aglutina-
cién que presentan los hematies Fyb(+) con anti-Fyb y la extremadamente

débil del antigeno Fyx.

La frecuencia génica de Fyx en poblacién blanca, no es

superior al 2 %, de ahi que, en la préctica, sélo se detecta en el
. a x .

genotipo Fy Fy~  ya que los homocigotos Fy* Fy* son muy raros. Las

=~ X :
sangres portadoras del alelo Fy~ se asignan al fenotipo Fy(bt).
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Admitiendo la existencia de los cuatro alelos Fya, Fyb,

Fy y Fyx, la relacién entre fenotipos es la siguiente:

Fenotipos Genotipos

Fy (a+b-) FyaFya, FyaFy

Fy (a+ bz%) FyaFyx

Fy (a+b+) FyaFyb

Fy (a-b+) Fbeyb, Fbeyx, Fbey
Fy (a-b%) Fnyyx, Fnyy

Fy (a-b-) Fy Fy

Antigenos Fy3, Fy4 N Fys.

Con el descubrimiento de tres nuevos anticuerpos asociados
al sistema Duffy se ha ampliado considerablemente la imagen tedrica

de este sistema. N

En 1971, Albrey et al., encontraron en el suero de una
mujer blanca de fenotipo Fy (a-b-), un anticuerpo denominado anti—Fy3
que reaccionaba positivamente con hematies de individuos Fy (a+b-),
Fy (a+b+), Fy (a-b+) y Fy (a-b*), pero no aglutinaba eritrocitos Fy
(a«b_), Este anticuerpo, a diferencia de anti-Fya y anti—Fyb, reaccio-
ha fuertemente con hematies tratados con enzimas (papaina), consideran-
dose que el antigeno Fy3, reconocido por el suero anti—Fya, podria
Ser una substancia precursora necesaria para la formacién de los anti-

genos Fya y Fyb.

Un nuevo anticuerpo, anti-Fya, fue descubierto por Behzad

et al., (1973) en una muchacha negra de fenotipo Fy (a+b+), con anemia

falciforme, que habia sufrido numerosas transfusiones. Dicho anticuerpo
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reaccionaba positivamente con todas las sangres Fy (a=b-) y con la
mayoria de las muestras Fy (a+b-) y Fy (a-b+) procedentes de individuos
negros y por tanto posiblemente de genotipos FyaFy y Fbey respectiva-
mente. Asi pues, este anticuerpo parecia reconocer un producto del
gen Fy. Sin embargo, el descubrimiento de que anti—Fy4 reaccionaba
fuertemente con hematies tratados con papaina, al igual que anti-Fy ,
ha suscitado la posibilidad de que el antigeno Fy4 esté controlado

por un alelo del gen Fy3.

El anticuerpo anti-Fy5 fue identificado en un muchacho
negro de fenotipo Fy (a-b-) ¥y Fy3 {Colledge et al., 1973). Este anti-
cuerpo reaccionaba con hematies portadores de los antigenos Fya o Fyb,
o de ambos, asi como con los glébulos de la mujer Fy (a-b-) productora
de anti~Fy3; pero no aglutinaba muestras de sangre Fy (a-b-). El anti-
Fy5 difiere, ademas, de anti-Fy3 en que no reacciona con hematies Duffy
normales que son ademds Rh-null, haciéndolo débilmente con células
-D-/-D-. Este hecho, ha sugerido que la biosintesis del determinante
Fy5 se llevaria a cabo por interaccién de los productos de los genes

Duffy y Rhesus.

El fundamento genético de estos tres antigenos Fys, Fya,

5 . . . . .
y Fy~, no estd todavia establecido disponiéndose, en la actualidad,
de muy pocos datos que permitan un andlisis adecuado dada la escasa

frecuencia de aparicién de dichos antigenos.
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3.8.2 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio

El andlisis de los grupos sanguineos Duffy se ha realizado
utilizando dGnicamente suero anti~Fya (DADE), mediante la técnica de
la antiglobulina indirecta o "test de Coombs indirecto" tal como se

expone en la pégina 184.

. . a . .
La presencia del antigeno Fy sobre los hematies viene

indicada por las reacciones de aglutinacidn positivas.

B. Métodos estadisticos

Las frecuencias alélicas han sido calculadas a partir de
los valores fenotipicos observados suponiendo la ausencia del fenotipo
Fy (a-b-) en la poblacién estudiada, con lo cual todos los individuos
Fy (a-) se han considerado de genotipo Fbeyb. Asi pues, las frecuen-

cias génicas se han obtenido por el método de la raiz cuadrada (véase

r° = \Fy o

— —

Fya =1 - Fyb

pag. 18):

siendo Fy (a-) la frecuencia relativa de dicho fenotipo, es decir,
. N a . p

el nimero de individuos Fy  negativos/ nlimero total de la muestra.

La desviacién tipica de las frecuencias génicas se ha calculado segin

el método indicado en la pégina 19.

Al igual que en el sitema P, la técnica empleada sélo per-
mite la deteccidén de presencia o ausencia del antigeno Fy? Por 1lo
tanto, 1a comparacién de valores empiricos y tedricos mediante el test

de ¥2 no tendria sentido por ausencia de grados de libertad.

- 271 -



3.8.3 RESULTADOS

En el cuadro 3.64 se presentan los datos obtenidos para
el sistema Duffy en la serie de Menorca. En él se indican las frecuen-

cias génicas asi como sus desviaciones tipicas.

Cuadro 3.64: Sistema Duffy. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Fr, Obs. Frecuencias génicas

Fy (a+) 274 (59.96 %) Fy? 0.3672  +  0.0159
Fy(a-) 183 (40.04 %) FyP4Fy  0.6328 + 0.0159
Total 457
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3.8.4 COMPARACIONES

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

y portuguesas.

En el cuadro 3.65 figuran los resultados obtenidos para
el sistema Duffy en diversas poblaciones espafiolas y portuguesas. Los
datos existentes no parecen, sin embargo, suficientes para una adecua-
da comprensién de la reparticién peninsular de los grupos Duffy, ya
que la mayoria de las muestras analizadas corresponden al Pais Vasco
Yy a la zona catalano-balear, existiendo amplias zonas geograficas de
la Peninsula sin estudiar, como se puede apreciar claramente en la
figura 3.67 donde se representa graficamente la distribucién de las

. a
frecuencias Fy" .

Figura 3.67: Distribucién del alelo Fya en algunas poblacicnes de la Penfinsula Ibérica.
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Cuadro 3.65 : Polimorfismo Duffy en diversas poblaciones espafiolas y portuguesas, y su comparacién con la

serie de Menorca.

2&
POBLACION N a+b- a+b+ a-b+ F‘ya Fyb+Fy x(comp.) REFERENCIAS

ZONA CENTRO

Madrid 97 62 35 0.399 0.601 0.53(1} Elésegui y Hors, 1951
Madrid 1988 331 915 742 0.339 0.611 1.17(1) Campillo y Colino, 1977
ZONA ESTE

Barcelona 483 281 202 0.365 0.635 0.31(1) Valls, 1975

Gerona 145 88 57 0.377 0.623 0.02(1) Moreno y Moral, 1983
Tarragona 345 203 142 0.35%8 0.642 0.10(1) Moreno et al., 1982
Castelldn. Morella 189 33 84 72 0.397 0.603 0.21{1) Carceller, 1980
Menorca 457 274 183 0.367 0.633 —-—— Moral, 1979

ZONA VASCA

Vascos Guiplzcoa 161 81 80 0.295 0.705 4.53(1) Alberdi, 1957

Vascos Vizcaya 116 51 65 0.251 0.749 9.64(1) Moya, 1970

VAscos Vizcaya 500 85 - 415 0.083 0.911 187.96(1) Iturrioz, 1980
Vascos Vizcaya 650 110 540 0.089 0.911 219.26(1) Iturrioz, 1982
Vascos Vizcaya. V. Arra. 200 24 176 0.062 0.938 129.09(1) Iturrioz, 1979
Vascos Francia 452 258 194 0.345% 0.655 0.77(1) Nijenhuis, 1966

ISLAS CANARIAS

Gran Canaria 182 91 91 0.293 0.707 5.27(1) Roberts et al., 1966
PORTUGAL
Portugal 301 181 120 0.369 0.631 0.00(1) Cunha y Morais, 1966

* E1 nimero indicado entre paréntesis corresponde a los grados de libertad.

Nivel de significacién 0,05, para 1 g.d.l., x2= 3.84.

La variacidon global del alelo Fya en las muestras conside-
radas oscila entre 0.062 (vascos de Vizcaya) y 0.399 (Madrid), desta-
céndose claramente por un lado, las series de vascos espafioles, con
los valores mas bajos (0.062 - 0.295), y por otra parte, el resto de
poblaciones con frecuencias comprendidas entre 0.358 (Tarragona) y
0.399 (Madrid). Se ha prescindido de la serie Canaria de Roberts et
al. (1966), ya que segin indicacién de los mismos autores, no se des-
cartan posibles errores responsables de la baja frecuencia Fya en dicha
poblacién dado el tiempo transcurrido entre la extraccidén y el analisis

de las sangres.

Si se analiza la homogeneidad mediante el test de x*, no

se observan diferencias estadisticas dentro del conjunto formado por
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las series no vascas (x2? = 14.46; P = 0.10 - 0.15; 8 g.d.1l.). Por otra
parte llama la atencién la fuerte heterogeneidad dentro del conjunto
de vascos espafioles (x? = 138.28; P << 0.001; 4 g.d.l.) que es ain
mas acusada si se incluye la muestra de vascos franceses {x? = 238.27;

P <<0.001; 5 g.d.l.).

La frecuencia encontrada en la serie menorquina (Fya =
0.367) queda incluida entre los limites de la variabilidad de la Penin-
sula Ibérica, siendo muy similares a las de la zona catalana, formando

un conjunto altamente homogéneo (x* = 0.99; P = 0.95 - 0.90; 4 g.d.l.).

Los resultados de la comparacidn de las muestras espafiolas
dos a dos figuran en el cuadro 3.66. La serie de Menorca sdlo presenta
diferencias significativas con los cinco grupos de vascos espafioles,
siendo al diferencia més acusada con las tres series de vascos de Viz-
caya (1979, 1980 y 1982). Por otro lado, si excluimos los vascos, no
se observan diferencias estadisticas importantes entre las deméds mues-
tras, lo cual parece abundar en la existencia de una homogeneidad para

la distribucién del antigeno Fya en el resto de la Peninsula.
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B. Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones mediterra-

neas y del Centro y Norte de Europa.

En el cuadro 3.67 se indican las frecuencias fenotipicas
y génicas obtenidas para el sistema Duffy en diversas poblaciones medi-
terrédneas y del Centro y Norte de Europa. Las figuras 3.68 y 3.68 pre-
sentan la distribucidn del alelo Fya en la cuenca mediterrénea y en

el continente europeo, respectivamente.

En el Mediterréneo, el alelo Fya muestra una notable varia-
cién con valores comprendidos, en general, entre 0.17 y 0.50. Las fre-
cuencias mas bajas (<0.30) corresponden a algunas series del Norte
de Africa y del Oriente Préximo, mientras que las més elevadas (>0.40)

se localizan en la mitad nordoriental de esta zona geogréafica.

En la figura 3.68 parece observarse la existencia de un
doble gradiente en la zona del Mediterrdneo occidental que haria que
las frecuencias de Fya disminuyeran de norte a sur (desde el norte
de Italia al norte de Africa) y de este a oceste (desde Grecia hacia

la Peninsula Ibérica).

La frecuencia del alelo Fya de la serie menorquina (Fya
= 0.367) queda situada entre los valores intermedios (0.30 - 0.40)
eéncontrados para este gen en poblaciones del noroeste del Mediterréaneo

(figura 3.68).

En el resto de Europa (figura 3.69), los margenes de varia-
cién del alelo Fya son mas reducidos que en el Mediterrédneo quedando

Comprendidos entre 0.383 (Austria) y 0.495 (URSS).

En general, si se atiende al conjunto de paises europeos

. . .. . . . a
Se aprecia una cierta disminucién gradual de las frecuencias Fy  a
medida que avanzamos hacia la parte suroccidental del continente, en-

¢ontriandose en la Peninsula Ibérica los valores mas bajos.
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La comparacién de los resultados para el sistema Duffy
entre la muestra menorquina y el resto de poblaciones mediterréneas
y del Centro y Norte de Europa, mediante el test de y? {cuadro 3.67),
pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticas con bas-

tantes series del Norte y Centro de Europa y de la cuenca mediterréanea.

En resumen, los resultados para el sistema Duffy en la
serie de Menorca ( Fya = 0.367), quedan situados por una parte, en
el limite inferior de la variabilidad europea (excluyendo a las pobla-
ciones vascas), y por otra dentro de los valores intermedios observados

en la cuenca mediterréanea.
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PARTE I1

4, ENZIMAS ERITROCITARIOS






4.1. INTRODUCCION

Se denomina "isoenzimas" (o '"isozimas'") a las distintas
variantes moleculares de un enzima que se pueden presentar en un indi-
viduo o en diferentes miembros de una especie (Markert y Mgller, 1959).
Los isoenzimas catalizan la misma reaccién bioquimica pero presentan
diferente movilidad electroforética, pudiendo diferir también en otras
propiedades fisicoquimicas. Desde el punto de vista genético, el signi-
ficado exacto del término "isoenzima'" no siempre es claro ya que se
conocen variantes moleculares de un mismo enzima que estan controladas
por genes de loci distintos, o bien por alelos de un mismo locus.
Asimismo, una misma variante isoenzimatica puede estar determinada

por genes situados en diferentes loci (Beckman, 1978).

En cuanto al origen de los isoenzimas, los posibles meca-

nismos de formacién pueden agruparse en tres categorias:

a). Existencia de miltiples loci génicos, debidos posible-

mente a duplicaciones y reorganizaciones del material genético, codi-
ficando cada uno de ellos cadenas polipeptidicas estructuralemente

diferentes pero que realizan la misma funcién enzimitica.

En general, los distintos loci que codifican para un enzi-
Ma se expresan todos en la misma célula. Sin embargo, en algunos casos
S€¢ han detectado variaciones importantes en la tasa de sintesis de
cada locus segin los tejidos, e incluso en un mismo tejido, dependiendo

de las distintas etapas de su desarrollo.
De los sistemas enzimdticos con definicidén electroforé-
tica conocidos en la actualidad, mas de una tercera parte estan deter-

Minados por dos o mas loci (Harris, 1980).

b). Alelomorfismo miltiple. Los diferentes alelos de un
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mismo locus controlan variantes de una misma cadena polipeptidica,
muy probablemente como resultado de mutaciones en un gen estructural,
que se traducen en la sustitucién de uno o varios aminocicidos en la

proteina enzimatica.

c). En algunos casos, parece necesario admitir otra via

de formacidén de isoenzimas 1llamada ''secundaria" que consistiria en

modificaciones postraduccionales de la estructura proteica del enzima
a lo largo de la vida celular. Estos isoenzimas "secundarios'" podrian
originarse por desaminacién de restos de glutamina y asparraguina en
la superficie proteica, acetilaciones, oxidacidén de sulfidrilos, adi-
cién de grupos fosfato, rupturas parciales de la cadena polipeptidica
por enzimas proteoliticos, modificaciones alostéricas que pueden deter-

minar formas conformacionales diferentes del enzima, etc.

Cabe indicar, no obstante, que segin las recomendaciones
de la Comisidén para la Nomenclatura Bioquimica (CBN) de la IUPAC-IUB,
aprobadas en 1976, las distintas formas enzimiticas incluidas en 1la
categoria c¢) no deben considerarse propiamente como isoenzimas ya que
dicho término queda restringido para designar Unicamente a las distin-
tas variantes de un enzima que presentan diferencias en la estructura
primaria determinadas genéticamente. Por otro lado, a la expresidn
"formas maltiples de un enzima" se le asigna un caracter mas general
ya que hace referencia a todas las proteinas que catalizan la misma
reaccidén y que aparecen de forma natural en una especie. Asi pues, en
este término quedan incluidas tanto las formas enzimiticas con diferen-
cias genéticas en su estructura primaria (isoenzimas) como aquellas
gque se originan por modificaciones de una misma secuencia primaria

(Hoffmann-Ostenhof et al., 1977).

Desde el punto de vista antropoldgico, la variabilidad
intrapoblacional es debida fundamentalmente al alelomorfismo maltiple,

independientemente de la presencia de uno o varios loci cuya existencia

- 288 -



es, por lo general, comin a todos los miembros de la especie. Por otro
lado, cabe seflalar que las diferencias entre los iscenzimas controlados
por loci separados son normalmente mayores que las existentes entre

los que se hallan controlados por alelos de un mismo locus.

Para estudios genéticos y poblacionales, los isocenzimas
mas utilizados son los eritrocitarios debido, en gran parte, a la faci-
lidad de obtencidn, transporte y manipulacidén. Asimismo pueden emplear-
se otros materiales como suero sanguineo, glébulos blancos, cultivos

celulares, etc.,

La técnica fundamental para el estudio de las variantes
isoenzimdticas es la electroforesis en geles de almiddén, agarosa y
poliacrilamida, seguida de una tincidén especifica (Harris y Hopkinson,

1976).

De los 104 loci enzimaticos investigados en poblaciones
humanas, al menos 33 muestran polimorfismo electroforético en alguno
de los principales grupos étnicos. Hay que tener presente que sélo
una tercera parte de las variantes enzimdticas pueden ser detectadas
por electroforesis, quedando excluidas todas aquellas mutaciones que
no implican un cambio notable en la carga eléctrica de la molécula.
Por tanto, es l6gico suponer que, en realidad, la proporcién de poli-
morfismo es mucho mayor como demuestra el descubrimiento de nuevas
variantes de interés antropoldgico utilizando técnicas de mayor poder

de discriminacidn.

Por lo que se refiere a la estructura molecular, se sabe
Que algunos enzimas estan constituidos por una tnica cadena polipepti-
dica (monémeros), mientras que otros constan de distintas subunidades
(polimeros). A este respecto, el grado de polimorfismo que presentan
los enzimas monoméricos parece ser significativamente superior al de
los eénzimas polimeros, entre los que la incidencia de polimorfismo

Parece decrecer a medida que aumenta el nimero de subunidades constitu-
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yentes de la molécula (Harris, 1980).

La variabilidad polimérfica de algunos enzimas hace de
los mismos excelentes marcadores genéticos de indudable valor antro-
polégico para el estudio de la diversidad intrapoblacional e interpo-
blacional. El1 alto grado de variabilidad entre los individuos de una
poblacién se pone de manifiesto en que, por ejemplo, par 15 loci enzi-
méticos estudiados en la poblacidn inglesa, la frecuencia del fenotipo
combinado més comin es sdélo de 0.17 %, y la probabilidad de que dos
personas al azar tengan el mismo fenotipo enzimdtico es de 1/6000
{Harris, 1980). Por otro lado, las frecuencias fenotipicas de las di-
versas variantes son distintas en los diferentes grupos humanos, de

ahi su utilidad en las clasificaciones raciales.

Otro aspecto de interés antropoldgico es que algunos iso-
enzimas son comunes al hombre y otros Primates, por lo que su estudio
puede ser 0til para el conocimiento del proceso evolutivo de la espe-

cie humana.

Por Gltimo, cabe sefialar que se han encontrado variantes
enzimaticas restringidas a ciertas poblaciones, asi como otras asocia-
das a determinados estados patolégicos, por lo cual el analisis de
polimorfismos enzimé&ticos puede ser de gran interés en los estudios

de Genética de Poblaciones humana y en Medicina preventiva.
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4.2. ADENOSINDEAMINASA (ADA; EC 3.5.4.4)

4.2.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y GENETICAS

La adenosindeaminasa es una aminohidrolasa presente en nu-
merosos tejidos, que cataliza la desaminacién de adenosina a inosina,

¥, por tanto, un enzima importante en la via metabdlica de recupera -

cién de la purina.

NH : 0
N

HOCH, O ADA HOCH,
H H + H.0O — H H + NH,
OH OH OH OH
Adenosina Inosina

Los estudios de purificacién de este enzima han puesto de
manifiesto la existencia de dos formas principales de ADA en el hombre:
la denominada "ADA eritrocitaria", presente no sélo en hematies sino
tambien en otros tejidos, con un peso molecular aproximado de 35.000
daltons, y la "ADA tisular" que se encuentra en muchos tejidos, pero
N0 en eritrocitos, siendo su peso molecular de unos 300.000 daltons

(Nishihara et al., 1973; Edwards et al., 1971).

Por otro lado, se ha identificado y aislado una glucopro-
teina (pM = 230.000), compuesta por dos subunidades idénticas, a la
Que se ha denominado '"factor de conversién" o ADCP ( adenosine deamina
Se complexing protein). Esta proteina convertiria la "ADA eritrocita-

rla" en "ADA tisular" mediante la unién de dos moléculas enzimdticas
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de bajo peso molecular a una molécula de ADCP. La expresién de la ADCP
estad controlada por uno o varios genes localizados en el cromosoma 2
humano, como parecen evidenciar los andlisis de hibridacidn celular
{Herbschleb-Voogt et al., 1981). El significado y funcidén bioldgica de
la ADCP es desconocido, si bien se cree que la molécula de "ADA tisu -
lar es més termoestable que en la forma libre, no obstante, las dos

formas de ADA catalizan la misma reaccidn bioquimica.

La variacién electroforética de la adenosindeaminasa eri-
trocitaria humana fue descubierta por Spencer et al., (1968) que iden-
tificaron tres variantes fenotipicas ADA 1, ADA 2-1 y ADA 2. El fenoti
po ADA 1 muestra, en electroforesis, tres componentes espaciados regu-
larmente y de intensidad decreciente en direccidén al &nodo. En el feno
tipo ADA 2 aparecen también tres isoenzimas equivalentes a los de ADAlL
pero de menor movilidad, mientras que el fenotipo ADA 2-1 presenta cua
tro zonas de actividad, como si fuera una mezcla de los dos anteriores

(figura 4.1)

®

Figura 4.1: Esquema de los fenotipos comunes de la adenosindeaminasa.

Los datos familiares sobre el tipo de transmisidn heredita

ria de estos tres fenotipos han demostrado que se hallan determinados
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por dos alelos comunes ADAl y ADAZ, codominantes entre si (Spencer et
al., 1968; Hopkinson et al., 1969). El locus ADA estd localizado en el

cromosoma 20 como parecen demostrar los estudios de hibridacidén celu -

lar (Tischfield et al., 1974).

Se han descrito tambien en este locus diversas variantes
raras como ADA 3-1 (Hopkinson et al., 1969), ADA 4-1 (Dissing y Knud -
sen, 1969), ADA 4-2 (Manz et al., 1979), ADA 5-1 (Renninger y Bimboese,
1970), ADA 5-2 (Radam et al., 1975), ADA 6-1 (Radam et al., 1974) y
ADA 7-1 (Berg et al., 1975), debidas aialelos de baja frecuencia (ADAS,
ADA4, ADAS, ADA6 y ADA7). La representacidén esquematica de los distin-

tos fenotipos ADA hasta la fecha detectados se muestra en la figura 4.2

®
R
[
. ——— e
© 1 2 24 31 41 42 51 52 64 71

Figura 4.2: Representacién esquemdtica de los distintos fenotipos ADA.

Se ha demostrado también la existencia de un alelo silente
ADA? (Brinkmann et al., 1973; Chen et al., 1974), que en estado hetero
Cigdtico determina una disminucidén aproximadamente a la mitad de la ac
tividad enzimédtica con respecto a los genotipos normales. Estos hetero

Cigotos pueden detectarse mediante un andlisis cuantitativo de 1la acti
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vidad enzimatica especifica.

Este alelo ADAO parece estar asociado con la enfermedad in
monudeficiente severa (severe combined immunodeficiency, SCID) ya que
muchos nifios con dicha anomalia son también deficientes en ADA (Chen et
al., 1974). La inmunodeficiencia severa es una enfermedad de origen ge-
nético caracterizada por la ausencia casi total de inmunidad celular y
humoral, y los nifios afectados suelen morir por infecciones antes del
afio de vida, presentando una actividad enzimdtica ADA del 1 al 10 % de
la normal. Si bien la interpretacidén genética de esta situacién no estéa
definitivamente establecida, algunos autores sugieren que los indivi -

duos SCID podrian ser homocigotos para el alelo ADAO.
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4.2.2 METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

Los isoenzimas ADA han sido determinados mediante electro-
foresis horizontal en gel de almiddn segin un procedimiento que permi-
te la identificacién en el mismo gel de las variantes fenotipicas ADA

y 6-PGD, tal como se detalla a continuacién.

A.l. Soluciones tampdén empleadas.

Tampén fosfato 0.3 M, pH 6.15 {cubeta anddica)

NaH2P04.2H20 46.8 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Ajustar a pH 6.15 con KZHPO4

Tampén fosfato 0.06 M, pH 6.20 {cubeta catddica)

NaH2P04.2H20 9.36 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Ajustar a pH 6.20 con K2HP04

Tampén fosfato 0.01 M, pH 6.8 (preparacién del gel)

NaH2P04 1.37 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Ajustar a pH 6.8 con KZHPO4

Tampén fosfato 0.3 M, pH 6.20 (revelado ADA)

NaHZPOA.ZHZO 46.8 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Ajustar a pH 6.8 con KZHPO4

Tampén TRIS 0.1 M, pH 8 (revelado ADA)

TRIS (hidroximetil)-aminometano 12.14 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

- 295 -



Ajustar a pH 8 con HCl al 37.5%

A.2. Preparacién del gel.

En un matraz se prepara una solucién de almidén (Connaught
Lab., Canadd) al 12 % en tampdén fosfato 0.01 M y se lleva hasta la ebu-
1licién agitando constantemente. A continuacién se aplica el vacio pa-
ra evitar la formacién de burbujas de aire y se vierte uniformemente so
bre un molde de dimensiones 12 x 24 x 0.6 cm, preparado previamente con
dos marcos de plastico sujetos a un soporte de vidrio. El gel se deja
enfriar a temperatura ambiente durante una hora y luego se conserva a
4 °C, durante 4 horas, a fin de estabilizar la temperatura antes de la

migracién.

A.3. Procedimiento de la electroforesis.

Los hemolizados obtenidos a partir de las muestras de sangre
(pédg. 16 ) se insertan en incisiones realizadas sobre el gel a 8 cm del
extremo catddico, utilizando recténgulos (0.5 x 0.6 cm) de papel Whatman

N°3.

Una vez aplicadas las muestras, se llenan las cubetas con
sus respectivos tampones y se conectan a los extremos del gel mediante
puentes de papel de filtro. El gel se dispone de tal manera que quede
comprendido entre dos placas refrigeradas por agua corriente a 4 °C pa
ra evitar el excesivo calentamiento del mismo, inicidndose a continua-
cién la electroforesis. Las condiciones de migracién fueron: 4.6 V/cm,
durante un tiempo de 18 horas. En estas condiciones, los isoenzimas ADA

se desplazan hacia el anodo.

Finalizada la electroforesis se corta el gel horizontalmen-
te por la mitad y se procede a la tincidn especifica de los isoenzimas
ADA en una parte del gel. La otra parte se utilizé para la identifica-

cidén de las variantes de la 6-PGD.
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A.4. Revelado

Las bandas de actividad ADA se ponen de manifiesto mediante
una serie de reacciones enzimdticas desencadenadas a partir del produc-
to de la reaccidén catalizada por la adenosindeaminasa, tal como se indi

ca en la figura 4.3.

La inosina producida en las zonas de actividad ADA se con-
vierte en hipoxantina en presencia de nucledsido fosforilasa y fosfato.
La hipoxantina es oxidada por la accidén de la xantinoxidasa y durante
esta reaccidén se produce la reduccién de la sal de tetrazolio MIT a
formazan insoluble que es de color azul. Esta Gltima reaccidn estd ca-

talizada por el metosulfato de fenazina (PMS).

La técnica empleada consiste en cubrir la cara interna de
la mitad del gel de almiddén con un gel de agar que lleva incorporado
una solucién con los enzimas necesarios para que se verifiquen las reac

ciones mencionadas.

Para ello se preparan 24 ml de gel de agar al 0.5 % en tam-
pén TRIS 0.1 M, pH 8.0, calentando hasta la ebullicién. Se deja enfriar
el gel hasta una temperatura de unos 47 °C y entonces se le aflade una

solucidén preparada con:

Tampén fosfato 0.3 M, pH 6.20 2 ml
Xantinoxidasa (Boehringer) 0.02 ml
Nucledsidofosforilasa (Boehringer) 0.02 ml
Adenosina (Sigma) 24 mg
MTT (Sigma) 6 mg
PMS (Sigma) 3 mg

A continuacién se vierte la mezcla sobre el gel de almiddn
Y se incuba a 37 °C durante aproximadamente una hora. Las zonas de ac-
tividad ADA se destacan en el gel como bandas de color azul-violeta (fi-

gura 4.4)
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Figura 4.3: Reacciones enzimdticas que tienen lugar en el proceso de re

velado de los isoenzimas de la adenosindeaminasa.
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B. Métodos estadisticos.

Las frecuencias génicas han sido calculadas a partir de
los resultados fenotipicos seglin el método de '"recuento de genes",

utilizando las férmulas indicadas anteriormente (véase pagina 18).
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Figura 4.4.: Fenotipos ADA mediante electroforesis en gel de almiddn.
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4.2.3. RESULTADOS

Los datos obtenidos para el sistema ADA en la muestra de po-
blacién de la isla de Menorca figuran en el cuadro 4.1. En él se indican
los valores fenotipicos observados y esperados asi como las frecuencias

de los alelos ADAl y ADA2 con sus desviaciones tipicas.

La similitud entre las frecuencias empiricas y las tedricas
para los distintos fenotipos ADA, permite admitir que la serie estudia-

da retine las condiciones exigidas por la ley de Hardy-Weinberg.
Entre los 340 individuos analizados, sdlo se ha encontrado

un homocigoto para el alelo ADA2, lo que representa una proporcién del

fenotipos ADA 2-2 del 0.29 % con respecto al total de la muestra.

Cuadro 4.1: Sistema ADA. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. X2
1-1 311 (91.47 %) 310.66 (91.37 %) 0.0004
2-1 % %

28  (8.24 %) 28.68  (8.44 %) 0.0039
2-2 1 (0.29 %) 0.66 (0.19 %)
Total 340 340.00 0.0043*

Frecuencias génicas

ADA1 0.9559 + 0.0079

ADA2 0.0441 + 0.0079

X* = 0.0043, P = 0.95 - 0.90, para 1 g.d.l.

- 303 -~



4.2.4 COMPARACIONES

En el cuadro 4.2 se indican los datos obtenidos para el
sistema adenosindeaminasa en diversas poblaciones del Mediterréaneo
y del Centro y Norte de Europa, asi como los resultados de la compara-

cidén de cada una de ellas con la serie menorquina.

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

ninsula Ibérica.

Los datos de que se dispone sobre el polimorfismo ADA en
la Peninsula Ibérica corresponden a nueve series espafiolas y una por-
tuguesa, halléndose incluidos en el cuadro 4.2. Asimismo, la figura
4.5 muestra graficamente la distribucién de las frecuencias del alelo

1 s
ADA” en los distintos grupos peninsulares.

A
Vo g 4

Figura 4.5: Distribucién del alelo ADA1 en diversas poblaciones de la Peninsula Ibérica.
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La amplitud de variacidn del alelos ADA1 en las poblaciones
consideradas oscila entre 0.925 (espafioles residentes en Alemania)

y 0.972 (vascos), situdndose los valores restantes muy prdximos a 0.95.

La frecuencia de ADAl encontrada en la serie de Menorca
(ADAl = 0.956) es del mismo orden que la mayoria de las descritas en

otros grupos peninsulares,

Si se considera la homogeneidad de la serie global formada
por las nueve muestras espafiolas, las diferencias se sitian en el limi-
te de significacién del 5 % (x? = 15.746; P=0.05; 8 g.d.1.). Tampoco
se observa heterogeneidad si se incluye en el total la serie portuguesa

(x? = 15.988; P = 0.10 - 0.05; 9 g.d.1l.).

Al comparar las muestras peninsulares, dos a dos, mediante
la prueba de 1la x? (cuadro 4.3), se observa que la serie menorquina
s6lo difiere estadisticamente con el grupo de espafioles residentes
en Alemania. Asimismo, se aprecia heterogeneidad entre las dos muestras
gque presentan los valores extremos (espafioles residentes en Alemania

y Vascos) y otros grupos peninsulares,
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B. Comparacién de la serie de Menorca con otras poblaciones circunmedi-

terrédneas y del Centro y Norte de Europa.

En la figura 4.6 se muestra graficamente la distribucidn de
los valores ADAl en el drea mediterrénea. En estas poblaciones, el ran-
go de variacién de dicho alelo oscila entre 0.984 (V. Ouzom, Pirineos,
Francia) y 0.822 (Judios kurdos de Israel). Asimismo, en esta zona geo-
gréfica puede apreciarse una distribucidén particular del gel ADAl, loca
lizandose, en general, las frecuencias més.bajas ( < 0.90) en la parte
mas oriental (Oriente Préximo), y las mas elevadas ( > 0,95) en los gru
pos del Mediterréneo Occidental. Hay que sefialar, sin embargo, que la
total ausencia de datos para este sistema en poblaciones norteafricanas,
no permite obtener una visién completa de la reparticién mediterrénea

del alelo ADAT.

1 _ 0.956)

La frecuencia de ADA1 de la serie menorquina (ADA
queda situada dentro de los valores mds elevados de esta zona geografi-

ca, propios del Mediterraneo Occidental.

En las poblaciones del Norte y Centro de Europa , las fre-
cuencias de ADAl oscilan entre 0.982 (Islas Orkney, Reino Unido) y
0.848 (Lapones de Noruega), aprecidndose, en general, un predominio de

los valores comprendidos entre 0.90 y 0.95 (figura 4.7).

Mediante el test de x®* se han comparado los datos de la
muestra de Menorca con los de otras poblaciones europeas y mediterréneas
indicéndose los resultados en el cuadro 4.2. Las diferencias resultan
significativas con los lapones y alguncs grupos centroeuropeos. Entre
las poblaciones mediterréneas cabe destacar las diferencias con las se-

ries pirenaicas asi como con las de Italia, Grecia ¥ Oriente Préximo.
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4.2.5. DISTRIBUCION MUNDIAL DEL SISTEMA ADENOSINDEAMINASA

En el cuadro 4.4 figura una relacidén de las frecuencias de
ADAl obtenidas en diversas poblaciones africanas, americanas, asidticas
y de oceania que junto con las anteriormente incluidas en el cuadro 4.2,
permite una aproximacidén al conocimiento de la distribucidén mundial del

polimorfismo ADA.

En el continente africano sdlo se dispone de datos referen-
tes a poblaciones sudsaharianas, con frecuencias de ADAl (0.97-1.00) su

periores a las europeas.

En América, los margenes de variacidén de este alelo son muy
estrechos, presentando los amerindios y esquimales valores ADA1 elevados
(0.97-1.00), del mismo orden que los encontrados en 1los négridos de A-

frica.

En las poblaciones asiaticas, las frecuencias del alelo ADA1
oscilan entre 0.803 en los Arora del Norte de la India y 0.981 en Kuwait.
Con respecto a los valores europeos, en los grupos de oriente Medio y de
la India se observa , en general, un predominio de los valores sensible-
mente mas bajos (ADAl < 0.90), mientras que en Japdén y China se presen-

tan frecuencias mis elevadas.

En Oceania se aprecia la mayor dispersién de los valores
1
ADA™ con un maximo de 1.00 en Australianos y un minimo de 0.706 en Tai-

rora (Nueva Guinea).

La figura 4.8 resume graficamente a lo largo de una escala
Vertical, la distribucién mundial de las frecuencias del alelo ADAl, que
han sido agrupadas en siete regiones geograficas. El andlisis de los re-
Sultados representados en dicha figura permiten establecer algunas consi

deraciones al respecto:

[SJN
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Cuadro 4.4 : Frecuencias de ADA1 en diversos grupos poblacionales,

POBLACION N apa® REFERENCIAS

AFRICA

AFRICA CENTRAL
Senegal. Dakar 200 1.000 Raymondjeau et al., 1975
Camerin 280 1.000 Goedde et al., 1979
Uganda y Kenia 115 0.983 Branden et al., 1971
Burundi. Tutsis (Ruanda) . 326(1) 0.989 Le Gall et al., 1982
Burundi. Tutsis 389(1) 0.986 Le Gall et al., 1982
Burundi. Bantus (Hutus) 447(2) 0.997 Le Gall et al., 1982
Burundi. Bantus (Zaire) 118 1.000 Le Gall et al., 1982
Tanzania 428 0.993 Branden et al., 1971
Tanzania. Bantus Sukuma 105 0.986 Roberts y Papiha, 1978
Uganda. Baganda {Kampala) 199(3) 0.995 Roberts et al., 1977
Angola 150 1.000 # Spielmann et al., 1973
PIGMEQOS. Aka 898 1.000 Vergnes et al., 1979

AFRICA SUR

Namibia. Basters de Rehoboth 120 0.975 Nurse et al., 1982
Sudafrica. Bantus Xhosa 276 0.996 Weissmann, 1883
Sudafrica. Bantus Ndebele 168 0.994 Hitzeroth et al., 1981
Sudafrica. Bantus Norte Sotho (Pedi) 261 0.998 Hitzeroth et al., 1981
Sudafrica. Bantus total 985 0.998 Hitzeroth et al., 1981
Sudafrica. Griqua 263 0.987 * Nurse y Jenkins, 1875
Mozambique. Negros Macua 140 () 1.G00 Renninger y Bimboese, 1970

Sudoeste Africa. Dama ) g2 0.995 Nurse et al., 1976

AMERICA

ESQUIMALES
Groenlandia 152 0.974 Eriksson et al., 1971
AMERINDIOS
Amazonas Este. Ticuna 1763 0.999 Neel et al., 1980
Bolivia. Aymara 55 0.982 Henke y Spieker, 1979
Brasil Norte. Macushi 499 1.000 Neel et al,, 1977
Brasil Norte. Wapishana 615(4) 1.000 Neel et al., 1977
Guayana Francesa. Emerillon 55 1.000 Tchen et al., 1978
Guayana Francesa. Wayampi 237 1.000 - Tchen et al., 1978
"

(1) Se encontraron 5 individuos de fenotipo ADA: 5-1

(2) Se encontraron 2 individuos de fenotipo ADA: B-1

(3) Se encontrd un individuo ADA deficiente

(4)Se encontraron 2 variantes raras y 2 muestras sin actividad ADA.

(5) Se encontrd 1 individuo de fenotipo ADA: S-1.



POBLACION N ADA REFERENCIAS
Peru. Quecuas 158(1) 0.984 * Mediano et al., 1972
Venezuela. Makiritare 148 1.000 e Weitkamp y Neel, 1970
Venezuela. Kuiva 104 1.000 Tchen et al., 1979
Venezuela. Yanomama 669 1.000 ® Weitkamp y Neel, 1970

ASIA

AFGANISTAN
Tajik 310(2) 0.875 Goedde et al., 1977
Pushtu 210(3) 0.825 Goedde et al., 1977
Hazara 174 0.899 Goedde et al., 1977
Usbek 124(A) 0.903 Goedde et al., 1977
Kabul 280 0.866 Papiha et al., 1977
CHINA
Chinos 279 0.937 #» Welch et al., 1975
FILIPINAS
Filipinos 100 0.885 e Detter et al., 1970
Negrito 129 0.895 Omoto et al., 1978
INDIA
Norte de_la India
Himachal Pradesh
Distrito Lahul Thesil: Bodhs 37 0.905 Bhasin et al., 1883
Swangalas 11 0.864 Bhasin et al., 1983
Distrito Kulu: Brahmins 51 0.951 Bhasin et al., 1983
Rajputs 60 0.900 Bhasin et al., 1883
Scheduled castes 35 €.900 Bhasin et al., 1983
Distrito Kangra: Gaddi-Rajputs 144 0.927 Chahal et al., 1982
Brahmins 108 0.919 Papiha et al., 1882
Chowdhury 113 0.934 Papiha et al., 1982
Gaddi-~Rajputs 76 0.928 Papiha et al., 1882
Chamar a2 0.893 Papiha et al., 1982
Nepali 23 0.913 Papiha et al., 1982
Distrito Chamba: Gaddi~-Rajputs 70 0.900 Chahal et al., 1982
Gaddi~Brahmins 39 0.923 Chahal et al., 1982
Punjab
Punjabi-Brahmins 106 0.906 #* Singh et al., 1974
Punjabi-Khattri 131 0.897 = Singh et al., 1974

(1) Se encontré un individuo de fenotipo variante ADA: X-1; X= variante sin identificar.
(2) se encontrd un individuo de fenotipo ADA: 4-1 y otro de fenotipo ADA: 4-2.

(3) Se encontrs un individuo de fenotipo ADA: 4-1.

(2) se encontraron 3 individuos de fenotipo ADA: 4-1, 2 ADA: 4-2 y 1 ADA: 6-1.
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POBLACION N ADA REFERENCIAS
Punjabi-Arora 103 0.898 » Singh et al., 1974
Punjabi-Jats 129(Y) 0.889 * Singh et al., 1974
Total Punjabis 489(1) 0.897 # Singh et al., 1974
Punjabis 140 0.889 * Papiha et al., 1972
Distrito Patiala: Jat-Sikhs 102 0.882 Papiha et al., 1982

Ramdasia-Sikhs 76 0.882 Papiha et al., 1982
Mahajan Agarwal 104 0.846 Papiha et al., 1982
Rajasthan
Distrito Udaipur: Paliwal-Brahmins 63 0.825 Papiha et al., 1982
Rajputs 82 0.884 Papiha et al., 1982
Oswal Mahajan 99 0.899 Papiha et al., 1982
Bhil tribe 50 0.890 Papiha et al., 1982
Meghwal 73 0.897 Papiha et al., 1982
Meena 80 0.819 Papiha et al., 1982
Otros
Arora 71 0.803 « Blake et al., 1971
Brahmins 61 0.910 * Blake et al., 1971
Khatri i 78 0.885 # Blake et al., 1871
Rajputs 41 0.878 # Blake et al., 1971
Vaish 63 0.825 #* Blake et al., 1971
Scheduled castes 83 0.874 * Blake et al., 1971
Miscelanea Hindus 31 0.936 * Blake et al., 1971
Muslims, Chistan y Sikhs 62 0.863 # Blake et al., 1971
Total 490 0.866 # Blake et al., 1971

Qeste de la India

Gujarat
Distrito Saurashtra. Vania Soni 70 0.886 Undevia et al., 1978
Distrite Gujarat. Vania Soni 76 0.862 Undevia et al., 1978
Total Vania Soni 146 0.873 Undevia et al., 1978

Este de la India

Assam: Assamesse 136 0.920 #» Goedde et al., 1972
Khasi 43 0.942 #* Goedde et al., 1972

Centro de la India

Madhya Pradesh

Hindu 176 0.864 # Roberts et al., 1974
Muslims 163 0.868 # Roberts et al., 1974
Distrito Jhabua. Bhils 145 0.921 Papiha et al., 1978

Sur de la India

Andhra Pradesh
Distrito Srikakula. Savara 60 0.883 Rao et al., 1978

(1) Se encontré un individuo de fenotipo ADA: 3-1
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PCBLACION N ADA REFERENCIAS
CEILAN
Sinhalese 154 0.857 #» Roberts et al., 1972
NEPAL .
Nepaleses 64 0.883 » Branden et al., 1971
BANGLADESH
200 0.903 # Papiha et al., 1975
INDONESIA
Bali 316 0.891 Breguet et al., 1982
Sumatra 188 0.912 # McDermid et al., 1973
IRAN
Kurdos 182 0.882 # Branden et al., 1971
Kurdos (Bansh, Marivan) 77 0.929 Lehmann et al., 1973
kurdos (Sanandaj) 105 0.843 Lehmann et al., 1973
JAPON
Nagasaki, Hiroshima 4021 0.973 Satoh et al., 1977
KUWAIT
Suluba (Beduino) 52 0.981 Al-Nassar et al., 1981
Ajman (Beduino) 51 0.941 Al-Nassar et al., 1981
Poblacidn general 89 0.843 Al-Nassar et al., 1981
MALASIA
Malayos 282 0.920 Yip et al., 1979
Malayos 325 0.885 » Welch et al., 1975
Chines 260 0.898 Yip et al., 1979
Chinos 279 0.937 #* Welch et al., 197%
Hindues 266 0.878 Yip et al., 1979
Hindues 340 0.853 # Welch et al., 1975
*  Oeste. Orang Asli: Semai 220 0.975 Welch et al., 1978
Semelai 174 0.897 Welch et al., 1978
Temuan 178 0.885 Welch et al., 1978
Jakun 282 0.972 Welch et al., 1978
Total 824 0.938 Welch et al., 1978
Borneo. Kadazans 283 0.942 Tan et al., 1979
Este: Sarawak. Cayak Land 282 0.845 Ganesan et al., 1976
Dayak Sea 188 0.908 Ganesan et al., 1976
TATLANDIA
Norte 616 0.918 * Sanpitak et al., 1972
9CEanTa
Al
AUSTRALIA
Ynendumu s4 1.000 # Omoto et al., 1972
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POBLACION N ADA REFERENCIAS

NUEVA GUINEA. PAPUA

Highlands Este: Gahuku-Asaro-Bena Bena 178 0.919 Mourant et al., 1982
Kamano 138 0.880 Mourant et al., 1952
Yagaria 421 0.830 Mourant et al., 1982
Keigana 102 0.892 Mourant et al., 1882
Fore 110 0.873 Mourant et al., 1982
Agarabe 49 0.755 - Mourant et al., 1882
Auyana 49 0.755 Mourant et al., 1982
Taircra 51 0.706 Mourant et al., 1982
Distrito Morobe: Guhu Samane 46 ¢.924 Booth et al., 1981
Weri Q0 0.933 Booth et al., 12381
Distrito Madang: Mugil 82 0.915 Booth et al., 1982
Bilbil 43 0.977 Booth et al., 1982
Valle Gogol 35 1.000 Booth et al., 1982
Isla Karkar: Waskia 832(1) 0.901 Booth et al., 1982
Takia 289 0.825 Booth et al., 1982
Provincia Salomon. Isla Buka 80 0.956 McLoughlin et al., 1982a
Highlands Oeste. Valle Jimi 385 0.864 Mourant et al., 1981
Papua Is. Karkar 811 0.879 # Branden et al., 1971
Papua Goroka 416 0.834 # Branden et al., 1871

NUEVA GUINEA. IRIAN
Dani 258 0.903 # Kirk et al., 1973

ISLAS CAROLINAS

Oeste 381 0.983 * Blake et al., 1973
SAMOA
Samoyanos (Nueva Zelanda) 101 0.886 Booth et al., 1977

(1) Se encontrd un individuo de fenotipo ADA: 3-1.

®* Cit., Mourant et al., 1976.

* Cit, Tills et al., 1983.
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1.- Los négridos, amerindios y esquimales presentan, en gene
. < 1 .
ral las frecuencias mas elevadas de ADA™, quedando relativamente separa-

dos de las poblaciones europeas y asiaticas.

2.— E1 mayor volumen de datos sobre este sistema eritrocita-
rio corresponde al continente europeo, siendo la mayoria de ellos bastan

te uniformes (0.90-0.96).

3.- En los tres grupos de poblaciones asiaticas ( Extremo
Oriente, Oriente Medio y la India) se observan amplitudes de variacién
solapadas con las de Europa, teniendo en promedio, la India y Oriente Me

dio valores ligeramente inferiores a los europeos.

4.- En Oceania es donde se aprecia el mayor rango de varia-

cién del alelo ADA1 que queda comprendido entre 1.00 y 0.706.
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4.3. 6-FOSFOGLUCONATODESHIDROGENASA (6-PGD; EC 1.1.1.44)

4.3.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y GENETICAS

La 6-PGD es un enzima presente en numerosos tejidos, que
interviene en la via de la pentosafosfato (PPP) o de la hexosamonofosfa
to (HMP) del catabolismo de los gliicidos, donde cataliza la decarboxila
cién oxidativa del 4cido 6-fosfoglucdnico (6-PG) a ribulosa-5-fosfato

(R-5-P):

COOH

| CH_,OH
H~-C-OH l

| C=0
HO=C—H 6-PGD '

! H-C-OH
H-C—OH ~ |

! //”—7ﬁ‘\\\\~ co, H-C~OH
H-C-OH [

Napp* NADPH,, CH2—0-<:>
ct,-0-(P)

Acido 6-fosfoglucénico D-Ribulosa-5-fosfato

Desde el punto de vista metabdlico esta reaccidn es impor-
tante en cuanto que suministra poder reductor en forma de NADP reducido
Necesario para procesos anab6licos y otras funciones importantes en el
Mmantenimiento de la integridad de la estructura celular, asi como ribu
losa que, transformada en ribosa, puede ser utilizada para la sintesis

de 4cidos nucleicos.

A partir del andlisis bioquimico de la 6-PGD eritrocitaria
humana se ha establecido que este enzima, cuyo peso molecular aproxima-
do es de 80.000 daltons, es un dimero compuesto por dos subunidades con

Un peso molecular de 40.000 daltons cada una.
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En 1963, Fildes y Parr describieron por primera vez la varia
cidn electroforética de la 6-PGD eritrocitaria humana. Para designar a
las variantes 6-PGD existen dos nomenclaturas, una que utiliza las le-
tras A y B (Bowman et al., 1966), y otra, las letras A y C (Davidson,
1967; Parr y Fitch, 1967), siendo esta ultima la mads ampliamente acep-

tada (Beckman, 1978).

El polimorfismo de la 6-~-PGD comprende tres fenotipos comunes
A, AC y C, que muestran imégenes electroforéticas diferentes segin la
procedencia del enzima (eritrocitos o leucocitos), tal como se esquemati

za en la figura 4.9.

®

Eritrocitos Leucocitos

AR

Figura 4.9: Esquema de los fenotipos comunes de la 6-PGD.

El fenotipo A es el més frecuente y consta de una banda uni
ca denominada a. El tipo AC presenta tres bandas (a, b y c) con diferen-
tes intensidades, mientras que el fenotipo C muestra solamente una banda2
¢ en el enzima leucocitario y tres en los hematies (fig. 4.9) . La inter
pretacién de la naturaleza heterogénea de este fenotipo C no estéa defini
tivamente establecida, habiéndose sugerido que dicha heterogeneidad po-
dria ser debida a la interaccién del enzima con NADP-hidrolasas del es-
troma, las cuales modificarian su estructura y actividad (Ajmar et al.,
1968).
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Los estudios familiares realizados demuestran que los tres
fenotipos A, AC y C estén controlados por dos alelos codominantes PGDA
y PGDC de un locus perteneciente al cromosoma 1 humano (Parr y Ficht,
1967; Douglas et al., 1973). El1l alelo PGDC parece estar asociado con

una actividad enzimdtica ligeramente reducida (Parr, 1966).

Ademds de los tres fenotipos mencionados se han descrito
numerosas variantes raras, unas identificables por su movilidad elec-
troforética y otras que implican una disminucidén de la actividad enzi-
matica. Entre las primeras se encuentran las variantes "Richmond",
"Hackney'", "Friendship'", "Elcho", "Freiburg", "Singapore', "Wancoat",
"Canberra'", "Caspian', "Bombay'', "Natal'" y "Oshakati'" (Beckman, 1978),
las cuales muestran una movilidad electroforética caracteristica y
se atribuyen a la presencia de alelos raros que se presentan normalmen-

te en heterocigosis con alguno de los alelos comunes.

Asociadas con una alteracién de la actividad enzimatica
se han descrito cuatro variantes fenotipicas: "Ilford", '"Newham", 'Whi-
techapel" y "Dalston". Las dos primeras muestran una actividad reduci-
da al 50 % de la normal y parecen ser debidas a la presencia de un
alelo "silente", PGDO, en combinacidén heterocigdtica con PGDA y PGDC,
respectivamente. Para la interpretacidén de las variantes '"Whitechapel"
¥ '"Dalston", se ha propuesto la existencia de un nuevo alelo PGDW,
el cual en homocigosis PGDW/PGDW (Whitechapel) comporta una reduccidn
de la actividad enzimatica del 95-99 % con respecto a la normal, mien-
tras que en forma heterocigdtica PGDA/PGDW {Dalston) la actividad dis-

minuye en un 25 % (Parr y Ficht, 1967).

Por otro lado, algunos estudios familiares realizados en
casos de disminucién de actividad 6-PGD, parecen sugerir la posible
influencia de otros loci sobre el control de la cantidad de producto

génico PGD (Giblett, 1969; Beckman, 1978).

Desde el punto de vista patolégico se han descrito dos
ejemplos de deficiencia parcial de 6-PGD asociados con anemia hemoliti-

ca (Beckman, 1978).
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4.3.2. METODOLOGIA

A. Métodos de laboratorio.

La determinacidn electroforética de los fenotipos de la 6-PGD
se ha llevado a cabo segin el procedimiento descrito para el enzima ADA
(pdg. 295s). Una vez realizada la electroforesis se revelaron los isoen-
zimas 6-PGD sobre una de las mitades del gel de acuerdo con la técnica

que se describe a continuaciédn,

A.1. Solucidn tampdn empleada.

Tampén TRIS 0.1 M, pH 7.5

TRIS (hidroximetil)-aminometano 12.1 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Ajustar a pH 7.5 con HC1 al 37.5 %

A.2. Revelado.

El proceso de identificacidén de las bandas con actividad
6-PGD se basa en la capacidad de este enzima para catalizar el primer pa
so de la secuencia de reacciones indicada en la figura 4.10. El NADPH2
producido en la decarboxilacidn oxidativa del 4dcido 6-fosfoglucénico, se
utiliza para reducir la sal de tetrazolio MIT a formazin de color azul

en presencia de metosulfato de fenazina (PMS).

La solucidén reveladora contiene:

Tampén TRIS, pH 7.5 12 ml
6-fosfogluconato sdédico (Sigma) 10 mg
NADP (sal sédica) (Sigma) 2 mg
Cl, Mg 25 mg
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PMS (Sigma) 0.5 mg

MTT (Sigma) 5 mg

A continuacién se vierte esta solucidn sobre el gel previa-
mente cubierto con papel Whatman N°3 procurando que éste quede perfecta-
mente empapado y se incuba a 37 °C, durante 15 minutos, en ambiente oscu
ro. Transcurrido este tiempo, se retira el papel y se afiaden sobre el
gel unas gotas de alcohol etilico al 50 % para evitar una sobretincién.

Las zonas de actividad 6-PGD aparecen como bandas de color azul-violeta
(figura 4.11).

COOH

! CH OM
He= C «0OH |

l C=0
HO—- C=-H 1

t H— C—0H
H— C-OH ]

[ H=C = OH
H- C=~OH ,

{ -g=~P

CH—0— P - CH -0

.. Ribulosa~5-fosfato
Ac. 6-fosfoglucdnico

/

6~PGD /
\\\\\\

NADP+ NACPH+H™

/
PMS \

N~-— N
C'/// N=——N

VY

cH CH
Formazan MTT
(azul-violeta)

Fi . NP .
18ura 4.10: Reacciones enzimaticas que tienen lugar en el proceso de re

velado de los isoenzimas de la 6-PGD.

- 327 -



B. Métodos estadisticos.

Dada la relacidén de codominancia existente entre los alelos

A C . P ..
PGD y PGD , se han calculado las frecuencias génicas y sus desviacio-
nes tipicas de acuerdo con las expresiones matematicas indicadas en

la pagina 18.
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Figura 4,11; Fenotipos 6-PGD mediante electroforesis en gel de almiddn.






4.3.3. RESULTADOS

En el cuadro 4.5. figuran los resultados para el sistema 6-
PGD de la muestra de Menorca, indicéndose en el mismo los valores feno-

tipicos observados y esperados asi como las frecuencias alélicas con sus

desviaciones tipicas.

Cuadro 4.5: Sistema 6-PGD. Frecuencias fenotipicas y génicas en Menorca.

2

Fenotipos Fr. Obs. Fr. Esp. X

A 316 (93.22 %) 316.39 (93.33 %) 0.0005
AC 23 (6.78 %) 22.22 (6.55 %) 0.0067
C 0 (0.00 %) 0.39 (0.12 %)

Total 339 339.00 0.0072*

Frecuencias génicas

PGDA 0.9661 % 0.0070

PGDC 0.0339 % 0.0070

x’= 0.0072, P = 0.95 - 0.90, para 1 g.d.l.

——

Entre los individuos analizados el fenotipo mas frecuente es
el A seguido del AC, no habiéndose detectado ningln homocigoto PGDC/PGDC

Nl la presencia de otros alelos PGD de baja frecuencia.
La comparacidén entre los valores empiricos y tedricos corres-

Pondientes a los distintos fenotipos 6-PGD da como resultado que la serie

Considerada se halla en equilibrio Hardy-Weinberg.
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4.3.4 COMPARACIONES

En el cuadro 4.6 figuran los resultados sobre el polimor-
fismo 6-PGD en diversas poblaciones circunmediterraneas y del Centro
y Norte de Europa, asi como su comparacién con la serie de Menorca.
Las frecuencias de los alelos PGDA y PGDC de todas las muestras se
han calculado a partir de los tres fenotipos comunes (A, AC y C) cuyos

valores absolutos se indican en dicho cuadro.

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

ninsula Ibérica.

Los datos peninsulares de que se dispone corresponden a
ocho grupos de poblacidén espaficla y uno de vascos franceses (cuadro
4.6), mostrandose en la figura 4.12 la distribucidén geogréafica de las

frecuencias del alelo PGDC en dichas poblaciones.

g =
@oifg J)

Figura 4.12: Distribucién del alelo PGDC en poblaciones de la Peninsula Ibérica
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Los valores PGDC en las muestras consideradas presentan
un estrecho margen de variacién que oscila entre 0.003 (vascos france-
ses) y 0.034 (Gerona). En general, los valores mas bajos corresponden
a las dos muestras de poblacidén vasca. La frecuencia de la serie de

Menorca (0.034) coincide con el valor maximo observado en Gerona.

Si se atiende a la homogeneidad del conjunto formado por
todas las series peninsulares, no se observan diferencias significa-
tivas ( y? = 16.379; P = 0.20 - 0.10; 9 g.d.1l.), lo cual parece indicar
la existencia de una relativa uniformidad en el total de los valores

comparados.

Por otro lado, al comparar dos a dos, las muestras penin-
sulares, mediante la prueba de la x? (cuadro 4.7), se aprecian diferen-
cias estadisticas unicamente entre la serie menorquina y los dos gru-
pos vascos, asi como entre estos Ultimos y Gerona, es decir, entre

las muestras que ostentan los valores extremos.

En resumen, si bien los resultados peninsulares globalmente
considerados parecen sugerir una cierta homogeneidad de las poblaciones
de la Peninsula Ibérica para este sistema, no se descarta que puedan
existir diferencias significativas entre grupos con frecuencias ex-

tremas.
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