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Resumen

La haptoglobina presenta interés genético, bioquimico y clinico. Su estudio en diferentes regiones
del mundo muestra un marcado polimorfismo genético. En el trabajo se realiza un estudio
cualitativo para ampliar la caracterizacion genética de la poblacion de la regién central del pais. Se
realizé electroforesis en gel de almidén a 1809 individuos de la provincia de Villa Clara, de los
cuales 847 eran adultos donantes de sangre, y a 962 nifios ingresados en el Hospital Pediatrico
Provincial “José Luis Miranda”. La distribucién fenotipica encontrada para cada subpoblacién,
segun el equilibrio Ardi-Weinberg, fue realizada teniendo en cuenta la raza, donde se analiza la
frecuencia del gen Hp*. Se efectué un andlisis de flujo génico y mezcla racial, que mostré un alto
grado de mestizaje poblacional. La distribucion de los fenotipos, en la muestra de adultos y de
nifios negroides, demostré equilibrio poblacional; no asi en los nifios blancos, lo que puede reflejar
efectos asociados fenotipo-enfermedad. El gen Hp* fue mas frecuente en negroides.
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Introduccién

La haptoglobina (Hp) es una proteina del plasma que muestra polimorfismo genético y tiene
diferentes funciones, entre las que se destaca su actividad antioxidante y antimicrobiana. Se ha
planteado que su mas clara propiedad es la habilidad de combinarse con la hemoglobina y, de esta
forma, prevenir la pérdida de hierro en episodios que cursan con hemdlisis. Su sintesis no solo
ocurre en el higado, sino también en el tejido adiposo y pulmones. Sus niveles plasmaticos varian
en determinados estados patolégicos™.

Para la haptoglobina se han descrito tres patrones fenotipicos con diferentes movilidades
electroforéticas en el suero, denominados tipos: 1-1, 2-1, 2-2%, que se corresponden con la
existencia de dos alelos autosémicos situados en un locus del cromosoma 16, que por hibridacién
“in situ” se ha demostrado que estan en 16q 22 : Hp' y Hp®. La haptoglobina es una proteina
tetramérica, cuyo peso molecular esta en dependencia del fenotipo®.



Poseer un fenotipo particular ha sido asociado con algunas enfermedades comunes, como:
afecciones cardiovasculares, desérdenes autoinmunes, tumores, con la evolucién clinica de los
pacientes infectados con el VIH vy, al parecer, 7poseer un fenotipo en particular ofrece cierta
proteccion contra determinadas enfermedades®**”.

En todas las poblaciones humanas se han encontrado tres tipos principales, con diferentes
frecuencias, lo que permite el andlisis de la dinamica poblacional de este sistema. Se han descrito
numerosas variantes raras con frecuencia inferior al 1 %, debidas, sobre todo, a la heterogeneidad
isoeléctrica de la cadena B. Las evidencias demuestran que la Hp es un sistema genético
polimorfico. Los polimorfismos humanos son frecuentes, y se plantea que aproximadamente al
menos el 30 % de los loci estructurales son polimérficos, es decir, que existen al menos dos alelos,
cada uno con frecuencias superiores al 1 %, lo que no podria mantenerse solamente por
mutacién®. A nivel del ADN, los polimorfismos se han mostrado particularmente valiosos en los
estudios de clonacién posicional, que han permitido el aislamiento de genes causantes de
enfermedades, y son de utilidad en los estudios de huella genética, utilizados en el diagndstico
preclinico, prenatal y de deteccién de portadores de enfermedades, debidas a un gen unico. El
valor de un sistema polimérfico se calcula hallando su contenido de informacién polimérfica®.

El estudio de los polimorfismos genéticos tiene cierta urgencia, pues con el decursar de los afios
pocas poblaciones humanas, debido al aumento de las comunicaciones y las relaciones sociales
entre los pueblos, conservaran las frecuencias originales de los genes. Por ello, al estudiar los
marcadores genéticos en esta regién central del pais, pretendemos ampliar la caracterizacion
genética de nuestra poblacién y contribuir al analisis de la estructura y dinamica de la poblacion
cubana.

Métodos

Se estudio un total de 1809 individuos distribuidos de la forma siguiente: 847 adultos donantes de
sangre del Banco Provincial de Santa Clara y 962 nifios del Hospital Pediatrico “José Luis
Miranda”, de la propia ciudad.

Todos los sujetos estudiados fueron clasificados en tres grupos raciales: blancos, mulatos y
negros, segun criterios subjetivos del clasificador. Se tuvieron en cuenta indicadores morfolégicos.
La muestra de sangre total se tomo en el Banco Provincial de Sangre y en el Laboratorio Clinico
del Hospital Pediatrico, segun el caso.

El método empleado para la clasificacion de los fenotipos fue la electroforesis horizontal en gel de
almidon, descrita por Smithies en 1955, y el sistema de solucién amortiguadora de Poulik, 1957.
Las muestras fueron preparadas mezclando una gota de un hemolizado de hemoglobina A (200-
300 mg/ml) y cinco gotas de plasma. Se utilizé6 una microtécnica, con placa pequefia de 75 ml de
capacidad y 45 minutos de corrida electroforética. El revelado se realiz6 empleando la tincién de
bencidina.

Los fenotipos electroforéticos considerados fueron:

Hp 1-1: Homocigoto para el alelo Hp™.

Hp 2-1: Heterocigoto para los alelos Hp* y Hp?.

Hp 2-2: Homocigoto para el alelo Hp?.

Hp 2- 1mod: Heterocigoto para los alelos Hp? y Hp™.

Hp 0-0: Homocigoto para el alelo silente Hp°. No se aprecian bandas.

En la figura se muestra un diagrama, con la clasificacibon empleada para los fenotipos
electroforéticos mas comunes.
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Figura: Diagrama que muestra la clasificacion de los fenotipos electroforéticos.

El equilibrio génico se evalu6 de forma habitual sobre la base del cumplimiento de la ley de Hardy-
Weinberg, y se utiliz6 su postulado matematico para las frecuencias esperadas de los fenotipos de
las poblaciones en estudio: p* + 2pg+g?, para Hp 1-1, 2-1 y 2-2, respectivamente. Las frecuencias
génicas de Hp' y Hp” se calcularon por las férmulas habituales para los casos de ausencia de
dominancia®®.

Para verificar el estado del equilibrio génico, las frecuencias fenotipicas esperadas, segun la ley, se
compararon con las observadas mediante la prueba de Chi cuadrado de asociacion. Para el
andlisis del fluéo génico y la mezcla racial, se utilizé la ecuacion de Bernstein, con algunas
modificaciones”.

Resultados

De los 962 nifios estudiados, fueron clasificados como Hp 2-1, el 57,7 %, 1-1 el 20,2 % y 2-2 el
19,8 %. El 2,3 % fue Hp 0-0y no se encontré la variante 2-1 M (tabla 1).

Tabla 1 Distribucion de fenotipos por razas en nifios.

n
Raza % Fenotipos de Hp.
1-1 2-1 2-2 2-1M 0-0 Total

Negros No. 8 14 7 0 0 29

% 27,6 48,3 24,1 0 0 3,01
Mulatos No. 33 79 24 0 2 138

% 24 57,2 17,4 0 14 14,34
Negroides No. 41 93 31 0 2 167

% 24,5 55,7 18,6 0 1,2 17,36
Blancos No. 154 463 160 0 18 795

% 19,4 58,2 20,1 0 2,3 82,64
TOTAL No. 195 556 191 0 20 962

% 20,2 57,7 19,8 0 2,3 100

Fuente: Resultados del estudio electroforético.

En la tabla 2 aparece la distribucién esperada de los fenotipos, segun la ley de Hardy-Weinberg,
para las diferentes razas.



Tabla 2 Equilibrio de Hardy-Weinberg para la distribucién de fenotipos por razas en nifios.

%2

Raza Fenotipos de Hp. p o}
1-1 2-1 2-2

Negros OBS 8 14 7 0,517 0,483 0,03723
ESP 7,75 14,79 6,68

Mulatos OBS 33 79 24 0,533 0,467 3,0932
ESP 38,6 67,75 29,05

Negroides OBS 41 93 31 0,530 0,470 2,8515
ESP 46,35 82,20 36,45

Blancos OBS 154 463 160 0,496 0,504 28,6960
ESP 191,37 388,34 197,28

Fuente: Resultados del estudio electroforético.

En los nifios, la distribucién del gen Hp* (p) fue de 0,53 en mulatos, 0,51 en negros y 0,49 en
blancos.

Las distribuciones de los fenotipos observadas concuerdan con las esperadas, segun el equilibrio
de Hardy-Weinberg para la raza negra, mulata y para los negroides, en general (p < 0,05). La
discrepancia entre las frecuencias observadas y esperadas, para los distintos fenotipos en los
nifios blancos, fue altamente significativa (p > 0,01).

En la muestra, de 847 adultos analizados (tabla 3) aparecieron los cinco fenotipos electroforéticos.
Se clasificaron como 2-1, el 50,1 % de la muestra, 23 % como 1-1y 23.3 % fueron 2-2; 2-1M el 3%,
y el 0,6 % como Hp 0-0. Los fenotipos 2-1 M y 0-0 fueron encontrados, fundamentalmente, en
negroides, y los fenotipos 1-1 alcanzaron 27,2 % de los negroides, mientras se encontraron en el
20 % de los europoides analizados.

Tabla 3 Distribucion de fenotipos por razas en adultos.

Raza n
Fenotipos de Hp.

% 1-1 2-1 2-2 2-1M 0-0 TOTAL
Negros No. 49 72 34 14 2 171

% 28,9 42,1 19,9 8,2 1,2 20,19
Mulatos No. 48 89 40 8 1 186

% 25,8 47,85 21,51 4,3 0,54 21,96
Negroides No. 97 161 74 22 3 357

% 27,2 45,1 20,7 6,2 0,8 42,15
Blancos No. 98 264 124 4 0 490

% 20 53,9 25,3 0,8 0 57,85
TOTAL No. 195 425 198 26 3 847

% 23 50,1 23,3 3 0,6 100

Fuente: Resultados del estudio electroforético

Las frecuencias génicas de Hp' y Hp® encontradas en la poblacién adulta y la distribucién esperada
de los fenotipos analizados por razas, asi como el cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg
para todos los grupos raciales considerados, aparecen en la tabla 4. Las frecuencias de los
fenotipos observados en las distintas razas concuerdan con las esperadas en todos los casos (p <
0,05).



Tabla 4 Equilibrio de Hardy-Weinberg para la distribucién de fenotipos por razas en adultos.

%2

Raza Fenotipos de Hp. p q
1-1 2-1 2-2

Negros OBS 49 72 34 0,548 0,452 0,6008
ESP 46,55 79,79 31,66

Mulatos OBS 48 89 40 0,523 0,477 0,0071
ESP 48,42 88,323 40,28

Negroides OBS 97 161 74 0,535 0,465 0,213
ESP 95,05 165,19 71,81

Blancos OBS 98 264 124 0,473 0,527 3,78

ESP 108,73 242,29 134,91

Fuente: Resultados del estudio electroforético
OBS: Observado

ESP: Esperado

Se investigaron los valores obtenidos para el analisis del flujo génico y la mezcla racial; m es el
flujo de genes de la poblacion basica a la hibrida, y 1-m es el por ciento de genes originales
africanos que quedan en la poblacion hibrida.

Se encontr6 que el flujo génico por generacioén fue de 6,46 % de genes que fluyen de la poblacion
basica a la hibrida en cada generacién, y 55,13 % de genes blancos estan presentes en la
poblacion negroide en su conjunto, donde persisten 44,86 % de genes originarios africanos,
respecto a este marcador.

Discusioén

La poblacién cubana actual esta formada por blancos (descendientes de espafioles), negros
(descendientes de africanos) y mulatos (mezcla racial de negros y blancos), que van siendo cada
vez un elemento mas numeroso dentro de nuestra poblacion. Es por eso que, al analizar la
distribucién por fenotipos de cualquier marcador genético en el momento actual, se impone hacerlo
en nuestro pais por grupos raciales, ya que las frecuencias génicas varian para los diferentes
grupos.

Puede observarse cémo la frecuencia en los blancos del gen Hp' es superior a la de los blancos
espafioles, lo que podria ser indicativo de mezcla racial; asimismo, la de Hp® de los negros es més
baja que la de los negros africanos, y esto podria tener la misma explicacion. La frecuencia de este
alelo en la poblacién mulata no ocupa, en los nifios, como era de esperar, un lugar intermedio entre
las frecuencias de negros y blancos, por lo que se supone que no existe un modelo de dilucion
simple para este marcador. Es un fenémeno que ha sido descrito por otros autores, en relacién con
las caracteristicas de los polimorfismos sobre los cuales acttian fuerzas selectivas®.

El gen Hp' fue méas observado en negroides que en blancos. La diferencia entre las frecuencias de
p (HpY) y g (Hp®), entre los nifios negros y mulatos, no son marcadas.

Con relacion a la distribucién fenotipica, la mayor frecuencia de Hp 1-1 es en los grupos negroides,
y el por ciento de individuos con Hp 2-2 en los blancos es mayor que en los negroides en general,
lo que concuerda con la distribuciéon de los genes referida anteriormente. La causa de esta desigual
distribucién entre los grupos raciales se desconoce.

La frecuencia del fenotipo 2-1, en la muestra de nifios, excede ligeramente el esperado del 50 %,
segun la ley de Hardy-Weinberg; este exceso de heterocigotos también se ha encontrado en otros
estudios. En la distribucion del alelo Hp se destaca el exceso de heterocigotos que ya ha sido
hecha para polimorfismos que no estan en equilibrio, y se ha explicado por efectos de seleccién.
La distribucién de los fenotipos para la raza mulata, negra y negroide en general, segin la ley de
Hardy-Weinberg, muestra concordancia vy, por tanto, puede inferirse que estan en equilibrio y que
no hay factores selectivos que actien sobre el locus del gen Hp. El hecho de que la distribucién de
los fenotipos para la raza blanca, no muestre concordancia entre los valores esperados y
observados para la ley del equilibrio poblacional, debiera interpretarse como la existencia de algun
o0 algunos factores que estén actuando sobre este gen. Una posible explicacion es el hecho de que



la muestra de nifios es hospitalaria, donde se supone, se estudiaron nifios con diferentes
enfermedades y se ha considerado la posible asociacion entre algunos fenotipos de Hp y estados,
como el asma bronquial, la diabetes y las leucosis®.

Para este subgrupo, en el fenotipo 2-1 se observa un exceso de lo observado sobre lo esperado,
que es el mas significativo.

En la muestra analizada de adultos sanos, donantes de sangre, no se encontré el exceso de
heterocigotos presente en los nifios y la proporcién de los mismos estd de acuerdo con lo
esperado por la ley de Hardy-Weinberg, si bien hubo un discreto aumento entre los descendientes
de europoides. Igual correspondencia entre lo observado y lo esperado, hallado para los demas
fenotipos en todas las razas, permite suponer la ausencia de factores selectivos y la existencia de
una poblacién en equilibrio génico.

La frecuencia del gen Hp', en negroides adultos es mayor que entre los blancos, lo que se observé
también en los nifios y en otros estudios realizados, y soporta igual andlisis®*°, pues la frecuencia
del gen Hp' es mas alta entre los descendientes de africanos que en los de europoides. En esta
muestra, la frecuencia del alelo Hp® en el grupo considerado mulato, constituye un modelo de
dilucién simple claramente explicado por mestizaje racial, que no fue encontrado en la muestra de
nifios. Aqui el alelo Hp" en nuestros “mulatos”, al resultar con una frecuencia intermedia entre la de
los europoides y los negroides, cumple el modelo de dilucién simple descrito para genes en
equilibrio poblacional.

En general, la mayor frecuencia de los fenotipos 1-1, 2-1 M y 0-0 entre los individuos negroides,
concuerda con la bibliografia consultada, para lo cual —como en la base de otros polimorfismos—,
se considera que existen factores selectivos de mucha importancia en el pasado, en el presente o
en ambos, que motivan las diferencias entre las frecuencias génicas de distintos grupos
raciales®®?.

En nuestro pais podemos considerar como poblacién bésica la blanca, por ser mas numerosa,
segun los censos realizados en los ultimos afios; asi, en el estudio de flujo génico, el paso de
genes blancos a la poblaciéon mulata es mayor que a la poblacién negra, y tiene un valor intermedio
cuando se considera la poblacién negroide en general. Esta investigacién se realiz6 para la
muestra de adultos que cumplié el equilibrio Hardy-Weinberg en todas las razas.

Por este marcador genético podemos plantear que el grado de mezcla racial de la poblacion
cubana es alto. Es bueno sefalar, que aunque se ha realizado el analisis de flujo génico en una
sola direccion, y se ha considerado como poblacion bésica la blanca, de la cual fluyen genes a la
poblacion negroide, se puede plantear que el flujo de genes es bidireccional, pues se produce tanto
la entrada de genes blancos a la poblacion negroide, como la de genes negroides a la poblacion
blanca.

En general, se aportaron evidencias a la caracterizacion genética de la poblacion de la provincia,
donde:

= EL cumplimiento del equilibrio poblacional para los fenotipos de la proteina plasmatica
haptoglobina, en todos los adultos y los nifios negroides en general, supone la no existencia de
factores selectivos que actten sobre dicho gen.

= El no cumplimiento de la ley de Hardy-Weinberg en nifios europoides sugiere buscar
asociacion entre fenotipos de Hp y enfermedades frecuentes en la infancia.

= El grado de mestizaje de la poblacion estudiada es alto, y las frecuencias intermedias del alelo
Hp~ en mulatos, con respecto a las frecuencias en blancos y negros, permiten hablar de
dilucion simple por mezcla racial, excepto en la muestra de nifios blancos, lo que es una nueva
evidencia de la necesidad de estudiar su posible asociacién con enfermedades pediatricas.

Summary

Haptoglobin presents a genetic, biochemical, and clinical interest. Its study in several parts of the
world shows a marked genetic polymorphism. In this work, a qualitative study is carried out in order
to improve the population genetic characterization in the central region of the country. Starch gel



electrophoresis was performed in 1809 subjects in Villa Clara province, out of which 847 were adult
blood donors and 962 were children admitted in the Provincial Pediatric Hospital “José Luis
Miranda”. The phenotypic distribution found for each sub-population according to the equilibrium
ardl-weinberg was accomplished taking into account the race in which frequency of the gene type
Hp is analyzed. A genetic flow and racial mixture analysis was carried out and it showed a high
degree of population miscegenation. The phenotype distribution in the Negroid adult and children
sample showed a population balance, but this was not the case in white children. This can suggest
illness-phenotype associated effects. Hpl gene was found more frequently in negroids.
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