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FARMACOGENETICA
Aungue la idea de que existen errores congénitos del metabolismo se

remonta al trabajo de Garrod, habiéndose demostrado posteriormente
que tales defectos congénitos se deben con mucha frecuencia a la cons-
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titucion genética del individuo que los sufre y que son, por tanto, hereda-
bles; la idea de que puede existir una variabilidad hereditaria en las reac-
ciones de los individuos frente a los fArmacos es mucho méas reciente, da-

tando de alrededor de 1950.

Inicialmente se descubrié que la dosis de un firmaco debia ser apro-
piada al sexo, edad, peso, estado general, etc, del individuo receptor.
Pero atin teniendo en cuenta todos esos factores, algunos individuos dife-
rian de los demds en sus respuestas a dosis, tedricamente apropiadas, de
ciertos farmacos. ‘

La farmacogenética nace y se desarrolla con el descubrimiento de que,
en muchas ocasiones, tales diferencias en la respuesta a los farmacos son
hereditarias,

Desde hace mucho tiempo se sabia que individuos con enfermedades
metabolicas hereditarias respondian anormalmente a ciertas sustancias,
Asi, los individuos con sindrome de Down, por poner sélo un ejemplo, son
hipersensibles a la atropina. Sin embargo, estos casos no llamaron mucho la
atencidn puesto que la respuesta anormal se producia en un organismo
que, ya antes de la administracion del firmaco, tenia el metabolismo
alterado.

Mucho mas llamativos son los casos en los que el individuo se halla
perfectamente sano antes de la administracién de un compuesto, que
normalmente ayuda y no perjudica al organismo, y enferma a raiz de la
administracién. Un ejemplo tipico es la deficiencia heredable en glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, Los individuos deficientes, perfectamente sanos,
sufren una anemia hemolitica grave si reciben sulfamidas u otras sustan-
cias. Este caso ya tiene un sabor tipicamente farmacogenético.

En muchos casos, la respuesta hereditaria normal no es patologica, es
sencillamente diferente. Por ejemplo, se sabe que algunos de los individuos
que reciben el compuesto antituberculoso isoniazida lo acetilan ripida-
mente, mientras que otros lo hacen mis lentamente. La acetilacién de
la isoniazida se halla controlada por un gen, el gen R, que codifica para la
enzima N-acetiltrasferasa. Los individuos que acetilan lentamente la iso-
niazida son homocigatos para un alelo, r, recesivo, del gen R y sintetizan
menos cantidad de dicha enzima. Que se sepa, ninguno de los tres geno-
tipos RR, Rr y rr, produce sintomas de enfermedad ni en presencia
ni en ausencia de isoniazida, Posiblemente sea un caso de variante here-
ditaria “neutral” tan de moda actualmente en la teoria de la evolucidn.

La situacién que nos proponemos discutir en este trabajo cae de lleno
en el campo de la farmacogenética, Se trata de la hipersensibilidad here-
ditaria al suxametonio, una condicién relacionada con una de las colines-
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terasas presentes en el organismo humano. La informacién sobre este
asunto es muy amplia, tratindose de una situacién en la que los datos
genéticos, bioquimicos, clinicos y evolutivos confluyen, haciendo de la
pseudocolinesterasa un interesantisimo objeto de investigacidn.

LAS COLINESTERASAS HUMANAS

Todas las.enzimas conocidas que catalizan la hidrélisis de colina cata-
lizan, ademas, la hidrdlisis de ésteres que carecen de colina, Por tanto, en
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lo que a especificidad de sustrato se refiere, ain no se conoce ninguna
colinesterasa verdadera, Sin embargo, el término colinesterasa tiene un
significado bien preciso: se denominan colinesterasas aquelias enzimas
que catalizan la hidrdlisis de ésteres de colina y son sensibles al efecto
inhibidor de la eserina (fisoestigmina), (Fig. 1), en concentraciones de
10—°M. En el organismo humano hay dos enzimas distintas que cumplen
los requisitos exigidos por la definicién anterior, acetilcolinesterasa y pseu-
docolinesterasa.

La acetilcolinesterasa (acetilcolina-acetilhidrolasa E.C. 3.1.1.7) es un
enzima que cumple un importante papel en el sistema nervioso. Como
se sabe, la acetilcolina es el agente transmisor del impulso nervioso desde
la membrana de la neurona motora a la del musculo esquelético y, tam-
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bién, de la membrana presindptica a la postsindptica en las sinapsis coli-
nérgicas. La acetilcolina es sintetizada en la zona del axén proxima a la
membrana presindptica, (fig. 2), por la enzima colina-acetil-transferasa.
A continuacidn, es englobada en el interior de vesiculas membranosas,
cada una de las cuales contiene unas 10.000 moléculas de acetilcolina,
lamadas vesiculas sinipticas. La llegada del impulso nervioso a la mem-
brana presinaptica origina la liberacién de las vesiculas sinapticas al es-
pacio intersindptico. La acetilcolina, asi liberada, reacciona con una pro-
teina receptora especifica situada en la membrana postsinaptica, abriendo
asi un canal catiénico por el que entra mucho mis Na* que K* sale.
Los flujos idnicos son causa de la despolarizacion de la membrana postsi-
naptica, pasando el potencial de membrana de —75 mV a 0 mV. Si la
membrana postsindptica no recuperase su potencial de membrana no
podria transmitir el siguiente impulso presiniptico, La acetilcolinesterasa,
situada en la membrana postsindptica, tiene el importante papel de hidro-
lizar la acetilcolina intersinaptica, dando acetato v colina, que no inter-
accionan con la proteina receptora, lo que permite a la membrana postsi-
niptica repolarizarse. Todos los inhibidores de la acetilcolinesterasa son
venenos violentos porque bloguean la transmisién del impulso nervioso,
provocando una despolarizacion prolongada de la membrana postsinaptica,
Entre ellos, cabria mencionar los “gases de los nervios”, que podrian
utilizarse con fines militares.

La acetileolinesterasa es una enzima cuyo sustrato preferente es acetil-
colina. Hidroliza mucho mds lentamente los demds ésteres de colina, por
ejemplo, la butirilcolina, pero frente a la acetilcolina es tremendamente
rapida: hidroliza 25.000 moléculas' de acetilcolina pnr segundo, Esta
alta velocidad permite que la membrana postsiniptica pueda transmitir
hasta 1.000 impulsos por segundo.

La acetilcolinesterasa se encuentra en la sustancia gris del sistema
nervioso, en los ganglios colinérgicos, en las placas neuromotoras coli-
nérgicas y en los eritrocitos.. Su funcién en los glébulos rojos es totalmente
desconocida.

Ademis de acetilcolinesterasa en los glébulos rojos, la sangre humana
contiene, en el suero, una segunda colinesterasa: la pseudocolinesterasa
(acilcolina-acilhidrolasa, E. C. 3.1.1.8). La pseudocolinesterasa es una en-
zima que tiene preferencia por los ésteres de la colina con los #cidos
alifaticos de mas de dos carbonos, Asi, hidroliza mucho mds rapidamente
la butirilcolina que la acetilcolina. La especificidad de sustrato dé la
pseudocolinesterasa es muy amplia, hidrolizando los ésteres de la colina
con los 4cidos acético, propitmico, butirico y otros; benzoilcolina; suc-
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cinildicolina; tioésteres de colina y otros ésteres que no tienen colina
como el e-naftilacetato y el salicilacetato. Se ignora cual es su sustrato
fisioldgico.

La distincién entre las dos colinesterasas se logra claramente utilizando
acetil-B-metilcolina como sustrato: la acetileolinesterasa cataliza la hidro-
lisis del isémero D de esta sustancia pero no la del L; la pseudocolineste-
rasa no cataliza la hidrélisis de ninguno de los dos isémeros,

DISTRIBUCION EN EL ORGANISMO

La pseudocolinesterasa plasmatica es sintetizada en el higado (Hammer
y La Du, 1968). La enzima puede detectarse tanto en los l6bulos como en
el citoplasma de las células hepiticas (Giirther et al, 1963). La enzima
también se encuentra en otros drganos y tejidos: materia blanca del sis-
tema nervioso central, pincreas, corazdén y mucosa intestinal,

Su concentracién en el suero de los individuos normales, como revelan
los estudios inmunoldgicos, es de unos 0,9 mg/ml, lo que constituye aire-
dedor del 0,01% de las proteinas plasmaticas totales (Surgenor y Ellis, 1954).

Aparece en el suero como una z-2-globulina de elevado peso mole-
cular. A partir del suero ha sido posible purificarla, obteniéndose un ma-
terial que exhibe 10.000 veces més actividad que un volumen equivalente
de suero (Haupt et al, 1966).

Su catabolismo no ha sido estudiado en detalle, Su vida media es al-
rededor de 10 dias, como demuestran los experimentos de regeneracion de
la actividad enzimética tras inhibicién por compuestos drgano-fosforados,
como el DFP, (Neitlich, 1966), v de desaparicién de la actividad enzima-
tica tras la transfusion de plasma normal a un individuo carente de acti-
vidad pseudocolinesterdsica (Jenkins et al, 1967).

PAPEL FISIOLOGICO

Hasta el momento no ha sido posible asignar a la pseudocolinesterasa
ningin papel fisiolégico concreto. Puesto que hidroliza acetileolina podria
pensarse que colabora con la acetilcolinesterasa en el metabolismo de
este importante neurotransmisor. Sin embargo, la mayoria de las obser-
vaciones revelan que la hidrélisis de la acetilcolina “in vivo” es realizada
unicamente por la acetileolinesterasa.

Puesto que hidroliza la butirileolina v la propionilcolina mucho maés
ripidamente que la acetilcolina, se ha sugerido que la butirilcolina seria
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su sustrato fisiologico. La acetilcolinesterasa es practicamente ineficaz
frente a los dos primeros ésteres. La butirilcolina se sintetiza en el higado
y tiene una accion nicotinica perjudicial (Clitherow et al, 1963). La fun-
cion de la pseudocolinesterasa seria impedir la acumulacién de butirilcoli-
na en el higado, hidrolizando en ese érgano dicha sustancia rapidamente.

También se ha sugerido que el papel de la pseudocolinesterasa seria
regular los niveles de colina libre en el plasma (Funel y Oliver, 1965).

Sin embargo, la pseudocolinesterasa no debe cumplir ninguna funcién
indispensable o, alternativamente, su funcion debe poder ser llevada a
cabo también por otras enzimas, puesto que algunos individuos, si bien
poco frecuentes, carecen totalmente de actividad pseudocolinesterasica
y se hallan perfectamente sanos, no mostrando sintoma alguno de en-
fermedad.

El gue la anenzimia no sea normalmente perjudicial al organismo no
quiere decir que no lo sea en alguna circunstancia excepcional. Dado que
la pseudocolinesterasa tiene una amplia especificidad de sustrato, se ha
sugerido que su funcidn seria desintoxicar al organismo de posibles anilo-
gos de acetileolina de origen ambiental. Estos andlogos podrian, de no
ser inactivados por la pseudocolinesterasa, interferir con la transmisién
adecuada de los impulsos nerviosos, En tal caso, la anenzimia solo seria
perjudicial en presencia de tales anilogos.

Existen algunas pruebas experimentales de que la pseudocolinesterasa
podria realmente cumplir una funcién de desintoxicacién. Por un Jado, se
han detectado en gasterépodos algunos ésteres de colina no hidrolizables
por la acetilcolinesterasa pero si por la pseudocolinesterasa. Se podrian
mencionar la imidazolacrilileolina de Muwrex trunculus y la dimetilacrilil-
colina de Thais floridana, No se tiene noticia, sin embargo, de ningin
caso de intoxicacion por ésteres de colina provocada por ingestion de ani-
males o plantas. Por otro lado, se sabe que el catabolismo de algunos
¢ésteres de colina, como la benzoilcolina, inyectados por via intravenosa,
se halla controlado por la pseudocolinesterasa. Se conoce ya una sustancia
derivada de la colina cuya presencia en la sangre de los individuos ca-
rentes de actividad pseudocolinesterisica provoca grandes daiios al orga-
nismo vy, en ocasiones, incluso la muerte, Dicha sustancia es el suxameto-
nio (Fig. 2). La hipersensibilidad del suxametonio es la primera situacion
en la que ha podido ser demostrada una funcién fisiolégica clara e im-
portante para la pseudocolinesterasa.
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HIPERSENSIBILIDAD AL SUXAMETONIO

El suxametonio, también llamado Anectina y Scolina, en términos
quimicos, puede ser visto como dos moléculas de acetilcolina unidas por
sus grupos de acetato; es decir, se trata de la succinildicolina.

El suxametonio es hidrolizado muy lentamente por la acetilcolineste-
rasa, Como otros malos sustratos, el suxametonio inhibe a la acetilcolines-
terasa, puesto que se une a su centro activo y lo blogquea debido a la len-
titud de la reaccién de hidrdlisis. Ademas, precisamente por no ser hidro-
lizado con rapidez, las moléculas de suxametonio que aleancen la placa
motora de los musculos esqueléticos permaneceran alli suficiente tiempo
para unirse a la proteina receptora de la acetileolina y despolarizar prolan-
gadamente la membrana postsindptica, causando relajacién muscular. Se
trata de un mecanismo de accién distinto del curare. El principio activo
del curare, la d-tubocurarina, inhibe la despolarizacién de la placa ter-
minal,, compitiendo con la acetilcolina por la proteina receptora,

Estas propiedades farmacoldgicas han sido aprovechadas en la pric-
tica clinica, El suxametonio se emplea como relajante muscular, como
anestésico general y, en ocasiones, ha sido empleado en el tratamiento del
tétanos (Evans et al, 1952; Bourne et al, 1952).

La relajacién afecta también a los musculos respiratorics y, en conse-
cuencia, €l suxametonio produce apnea. La dosis terapéutica se halla cal-
culada de modo que la apnea sélo dure unos minutos. Suelen inyectarse
entre 30 y 100 mg de suxametonio. En los individuos normales la mayor
parte de esta dosis es rapidamente inactivada por hidrélisis por la pseudo-
colinesterasa a través del intermediario relativamente inactivo succinil-
monocolina. La placa motora sdlo se ve expuesta a las pocas moléculas de
suxametonio que escapan a la inactivacion y la apnea resultante solo dura
unos tres minutos. En algunos raros individuos, la apnea subsiguiente a
la dosis normal de suxametonio dura enire dos y tres horas, muriendo el
paciente si no recibe el tratamiento adecuado,

En alge mas de la mitad de los casos, exactamente en un 53% de
ellos, la prolongada paralisis muscular causante de la apnea se debe a
alteraciones en la pseudocolinesterasa. En estos pacientes, el suxametonio
es hidrolizado muy lentamente o no es hidrolizado en absoluto a su paso
por la sangre y, en consecuencia, la placa neuromuscular se ve expuesta a
concentraciones anormalmente altas de suxametonio, lo que origina una
despolarizacién postsiniptica prolongada. Estos pacientes pueden ser tra-
tados mediante transfusiones de plasma normal (Goedde et al, 1968), Se
ignora totalmente la causa de la hipersensibilidad al suxametonio de los
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individuos que tienen normal la pseudocolinesterasa (Lehmann y Liddell,
1965; Kalow, 1965; Thompson v Wittaker, 1966). Convendria no olvidar
que las pruebas de actividad colinesterasica no se realizan directamente
ton suxametonio sino con otros sustratos, generalmente benzoilcolina,
Cabria, por tanto, la posibilidad de que estos pacientes, en los que la
pseudocolinesterasa es aparentemente normal, tengan una molécula que
hidrolice defectuosamente al suxametonio pero normalmente a otros sus-
tratos. Otra posibilidad seria que la pseudocolinesterasa de estos pacientes
se hallase inhibida por otras drogas en el momento de la administracion
del suxametonio.

¢Cudl es la causa precisa de la hipersensibilidad al suxametonio en los
pacientes de pseudocolinesterasa anormal? La hipdtesis mas sencilla seria
la de suponer que esos individuos carecen de actividad pseudocolinastera-
sica 0 la tienen muy reducida. Efectivamente, la actividad pseudocoli-
nasterasica de los individuos hipersensibles suele ser menor que la media
de la poblacién. No obstante, no son raros los individuos hipersensibles
que tienen actividades pseudocolinesterdsicas iguales o superiores a la
media de la poblacion. El problema, por tanto, no puede ser zanjado
postulando una reduccién cuantitativa de la actividad pseudocolinestera-
sica frente a los sustratos habituales en los individuos hipersensibles (Ka-
low y Davies 1958).

La medida de la actividad pseudocolinasterdsica de un sueroc no es
un buen método de predecir la sensibilidad al suxametonio del individuo
porque, como antes sefialdbamos, la actividad pseudocolinesterisica no se
calcula directamente con suxametonio sino, normalmente, con acetileolina
o henzoileolina.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD PSEUDOCOLINESTERASICA

Los métodos de medida de la actividad pseudocolinesterisica pueden
clasificarse en gasométricos y espectrofométricos. En el método gasomé-
trico de Ammon (1933) y Callaway (1951) se mide el CO, liberado de
un tampén bicarbonato por el dcido acético proveniente de la hidrdlisis
de la acetilcolina. Se define como unidad de actividad enzimatica la nece-
saria para librar 1 ul de CO. en un minuto a 37°C. El rango normal de ac-
tividades va de 60 a 120 unidades por mililitro de suero. En el método
espectrofotométrico de Kalow y Lindsay (1935), se mide el descenso de
densidad dptica a 240 nm que acompaiia a la hidrélisis de la benzoilcolina.
Recientemente, se han introducido métodos espectrofotométricos basados
en el descenso de la densidad éptica producido por la hidrdlisis de tio-
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ésteres (Ellman et al, 1961; Das vy Liddell, 1970) de colina, método atn
mas sensible que el de la benzoileolina.

En cualquier caso, los métodos citados no permiten, por si solos, pre-
decir la sensibilidad al suxametonio. Para ello es preciso caracterizar
cualitativamente la pseudocolinesterasa del individuo. En efecto, estu-
diando la afinidad por diversos sustratos e inhibidores de sueros de indi-
viduos normales e hipersensibles a suxametonio, se ha demostrado que
los individuos hipersensibles difieren de los normales por la clase de en-
zima que sintetizan,

VARIANTES HEREDABLES DE LA PSEUDOCOLINESTERASA

Los trabajos iniciales (Forbat et al, 1953) tendentes a comprobar si
las diferencias entre individuos normales e hipersensibles son hereditarias
chocaron con la dificultad del empleo, como parimetro a investigar, de
la actividad pseudocolinesterisica en suero, cuyos inconveniéntes aca-
bamos de explicar. No obstante, ya en estos trabajos pioneros pudo com-
probarse que la incidencia de la hipersensibilidad al suxametonio y de la
habitual, aunque no obligada, reduccion de actividad pseudocolinesterisica
acompafiante es mas frecuente en familiares de individuos afectados que
en Ja poblacién normal (Lehmann y Ryan, 1956). Incluso se Ilegé a elaborar
un modelo de herencia de la reduccién de actividad: se suponia que se
debia a un alelo autosémico codominante con el normal,

La cuestion quedd definitivamente aclarada a partir de las investiga-
ciones del equipo de Kalow (Kalow y Davies, 1958), quienes investigaron
las propiedades cualitativas de las enzimas presentes en los sueros de los
individuos hipersensibles. Estos y otros estudios (Davies et al, 1960) han
permitido concluir que existen variantes heredables de pseudocolines-
terasa. '

Las clases de pseudocolinesterasa que un individuo sintetiza dependen
de su genotipo en dos genes, E, y E,, ambos polimdrficos. Se conocen sélo
dos alelos del gen E,, llamados respectivamente E.* y E.~ Se conocen
mas de cuatro alelos del gen E,, siendo los alelos llamados E,Y (usual), E*
(atipico), E,' (resistente a fluoruro) y E® (silencioso) los mas frecuentes.

LA ENZIMA NORMAL

La mayoria de los individuos de todas las poblaciones estudiadas son
dobles homocigotos E,¥ E,Y E.— E,~. En consecuencia, conviene consi-
derar a éstos como los individuos normales.
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Los individuos normales sélo sintetizan una clase de pseudocolineste-
rasa, llamada enzima usual. Se trata de una a-globulina que contiene varios
restos de dcido sidlico; es, por tanto, una glicoproteina. La adicién de
neuraminidasa al suero provoca la liberacién de los restos de 4cido sialico
con lo que la movilidad electroforética de la pseudocolinesterasa asi tra-
tada disminuye, aunque su actividad enzimatica permanece inalterada
(Svensmark, 1961).

La pseudocolisterasa no contiene ningun grupo prostético ni itomos
metilicos. No es sensible a agentes quelantes y su hidrélisis por enzimas
proteoliticas conduce a la formacién de péptidos exclusivamente, El
hecho de que carezca de grupo prostético dificulta notablemente el
estudio de su centro activo y de su mecanismo de reaccién,

La enzima purificada tiene una zona amplia de pH Optimo, siendo
el valor central de la zona éptima 6. Su coeficiente térmico para la hidré-
lisis de acetilcolina es 1,5. Se activa con Mg*+, aunque no lo contiene,

La cinética de la hidrdlisis por la pseudocolinesterasa de diferentes
sustratos ha sido estudiada en detalle. Esta enzima no presenta el fené-
meno de inhibicidn por exceso de sustrato que caracteriza a la acetileoli-
nesterasa, Asi mismo, la pseudocolinesterasa no sigue la sencilla cinética
de Michaelis-Menten, sino una mis complicada en la que intervendrian
al menos tres reacciones consecutivas:

K,
Enzima + éster de colina == Complejo éster-enzima (1)
K,
K,
Complejo éster-enzima -—— Complejo acil-enzima + colina (2)

K
Complejo acil-enzima + HO —2  Engima + 4cido (3)

La caracteristica mas notable de esta cinética es la formacién de un
complejo acil-enzima. Este mecanismo de reaccion permite hacer algunas
predicciones experimentalmente contrastables, Por ejemplo, permite pre-
decir que en presencia de algunos acidos la pseudocolinesterasa deberia
formar complejos acil-enzima. También permite predecir que la pseudo-
colinesterasa, en presencia de acetilcolina, deberia promover el inter-
cambio de algunos dtomos de oxigeno entre el 4cido vy el agua,

Aunque el agua es el aceptor mas corriente del 4cido del complejo
acil-enzima también otras sustancias pueden actuar como aceptores, por
ejemplo la hidroxilamina.

Si un éster puede formar complejo acil-enzima con la pseudocolines-
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terasa pero dicho complejo no es hidrolizado, el éster inicial se comportaria
como un inhibidor de la pseudocolinesterasa, puesto que bloguearia su
centro activo. En ocasiones, la hidroxilamina puede servir de aceptor del
acido proveniente del complejo acil-enzima formado a partir del éster in-
hibidor. En tales casos, la hidroxilamina se comporta como un antidoto
contra la inhibicién de la pseudocolinesterasa por el éster. Todas estas
predicciones han sido verificadas con acetilcolinesterasa, aunque no con
pseudocolinesterasa. No obstante, se ha comprobado que la pseudocolines-
terasa se inhibe en presencia de carbamil-ésteres, y se piensa que la inhi-
bicién se produce seglin el mecanismo propuesto, es decir, formacién de
un complejo acil-enzima no hidrolizable.

La cinética de la reaccién global catalizada por la pseudocolinesterasa
dependeria fundamentalmente de dos factores: la afinidad de la enzima
por el sustrato (reaccidn 1) y la facilidad de hidrélisis del complejo acil-
enzima (reaccion 3). Este ltimo paso seria el paso limitante del proceso
global.

La pseudocolinesterasa, al igual que la acetilcolinesterasa, tendria dos
centros activos {Wilson, 1954) uno estearico y otro aniénico, cada uno de
los cuales reaccionaria con una parte diferente del sustrato (fig. 3).

A - E

C Ha\ +
CHg— N —CHz_CHz_O_'C_C H3
CH,” IOI

Figura 3.—Centros anidnico (A) y estearico (E) de la pseudocolinesterasa.

El centro estedrico formarta un enlace covalente débil con el grupo
carbonilo del enlace éster del sustrato (Fig. 3). Seria este centro, por tanto,
el responsable de la formacién del complejo acil-enzima y de la catalisis
de la hidrdlisis del sustrato. Muchos compuestos organo-fosforados, como
el DFP o diisopropilfluorofosfato y el TEPP o tetraetilpirofosfato, son in-
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hibidores de la pseudocolinesterasa {fig. 4). Con acetilcolinesterasa se
ha demostrado que si se trata previamente al enzima con un inhibidor
competitivo, que se sabe reacciona reversiblemente con el grupo estedrico,
la adicién del mhibidor organo-fosforado y posterior eliminacién de ambos
inhibidores, érgano-fosforado y competitivo, no se produce inhibicién al-
guna de la enzima. Puesto que la unién del inhibidor érgano-fosforado a
la acetilcolinesterasa es irreversible, si en presencia del inhibidor compe-
titivo hubiera habido reaccidn entre el inhibidor organofosforado y la en-
zima deberia detectarse alguna inhibicién tras eliminar ambos inhibido-
res. Si esto no ocwire es porque la presencia del inhibidor competitivo
ha protegido a la enzima contra la accidn del inhibidor organofosforado,
lo que prueba que éste actiia sobre el centro activo,

0 10 o
CHa_CHz_O\ I I /O“CHz—"CHa
P—0—P
CH,—CH,—0” ~0—CH,—CH,

CH~
CH/
CHy
CHY

Figura 4—Estructura quimica del DFP (férmula de abajo) y del TEPP,

~0. 0

CH—0\ §
P—F

cH—0"

En la pseudocolinesterasa la inhibicién con compuestos érganofosfo-
rados es también irreversible y se piensa que éstos actiian igualmente
sobre el centro estedrico de la enzima. :

Todos los compuestos érganofosforados inhibidores de las colinesterasas
tienen un enlace fosforico facilmente hidrolizable v actdan fosforilando
irreversiblemente el centro estedrico de la enzima.
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Tras la adicidn a la pseudocolinesterasa de DFP*| es decir, marcado
radiactivamente, es posible hidrolizar la protema y, por cromatografia,
aislar el péptido portador del fosfato radiactivo proveniente del inhibidor,
Dicho grupo fosfato siempre aparece fosforilando el hidroxilo de una
serina, Esto indicaria que el centro activo contiene una serina.

La secuencia del péptido correspondiente al sitio estearico ha po-
dido ser recomstruida marcando la enzima con DFP*, hidrolizande la
enzima, cromatografiando los péptidos, aislando los portadores de ra-
diactividad y sometiéndolos al método Edman de andlisis de secuencias de
aminoacidos, La secuencia del centro estearico de la enzima de caballo
es la siguiente: Phe-Gly-Glu-Ser-Ala-Gly. La Pseudocolinesterasa nor-
mal humana tiene una secuencia muy parecida a la del centro activo de
otras enzimas hidroliticas: serina con glutdmico o aspartico a un lado y
glicocola o alanina al otro (Cohen et al, 1959). Como se ve en amhos
casos aparece la serina predicha,

No obstante, existen numerosos indicios de que el grupo hidroxilo de
la serina no es el grupo activo en la catilisis. Por ejemplo, el modo como
depende la cinética de la hidrolisis del pH no apoya la idea de que el
grupo activo es el hidroxilo de la serina. Estudios detallados de dicha
dependencia indican que el centro estearico contiene un grupo basico
nucleofilico de pK. comprendido entre 5.8 y 7, y un grupo 4cido electro-
filico, de pK; comprendido entre 8,9 y 9,5. Entre los aminoacidos el vnico
grupo compatible con el pK, del grupo nucleofilico del centro estedrico
es el anillo imidazdlico de la histidina, cuyo pK, se halla comprendido
entre 5,6 y 7,1. Ademas, el calor de ionizacién de la pseudocolinesterasa,
que ha sido evaluado en 6,5 Kcal/mol, es compatible con la ionizacién
del grupo imidazol de la histidina. Como, por otra parte, la radiactividad
introducida bajo forma de DFP** nunca ha sido recuperada en una his-
tidina, ni se ha detectado tal aminoacide entre los del péptido radiactivo
y se hace dificil pensar que la radiactividad aparece en la serina por trans-
fosforilacién secuencial durante el aislmiento del péptido radijactivo, la
hipétesis més verosimil seria admitir que el centro estedrico contiene un
residuo de serina y que dicho aminoacido se halla, debido a la estructura
terciaria de la proteina, cerca de un residuo de histidina, colaborando
ambos aminoacidos en la catilisis. Dicha histidina no caeria cerca de la
serina una vez desnaturalizada la proteina, porque ambos aminoécidos,
serina e histidina, se hallarian separados por otros muchos en cuanto 2
estructura primaria de la pseudocolinesterasa se refiere, Conviene no ol-
vidar, en todo caso, que las pruebas a favor de la intervencién del ami-
no4cido histidina en el centro estedrico son todas indirectas.
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El grupo electrofilico del centro estearico permanece todavia sin poder
ser explicado. Estudios con ésteres tidlicos de colina sugieren que el
grupo acido forma un puente de hidrégeno con el dtomo de oxigeno del
éster pero no con el de azufre de los ésteres tidlicos. El grupo acidico no
tendria mucha importancia desde el punto de vista catalitico, pero estas
conclusiones son sélo provisionales.

El centro anidnico, cargado negativamente, se uniria por atraccion
electrostitica con los radicales cargados positivamente de la molécula de
sustrato, como el N* cuaternario de la colina. Ademds, interaccionaria
mediante fuerzas de Van der Waals con los grupos metilo unidos a dicho
N+ cuaternario,

La funcién del centro anibénico seria orientar adecuadamente en el
espacio la molécula de sustrato, facilitando asi la actuacién del centro
estedrico.

La existencia de un centro aniénico se ha demostrado claramente en
el caso de la acetilcolinesterasa, pero atin no se ha demostrado inequivoca-
mente en el caso de la pseudocolinesterasa.

La acetilcolinesterasa muestra una cinética de reacciéon en funcion de
la concentracién de sustrato muy peculiar: la enzima es inhibida por un
exceso de sustrato. Esta inhibicién podria deberse a la formacién de un
complejo entre cada dos moléculas de sustrato y cada molécula de enzima
v el centro anidnico se hallaria implicado en el proceso de formacion del
complejo. La pseudocolinesterasa no muestra inhibiciéon por exceso de sus-
trato, lo que se ha interpretado como una prueba a favor de que carece
de centro anidnico. También seria posible que la acetilcolinesterasa tu-
viera dos centros anionicos y la pseucocolinesterasa s6lo uno. A favor de
esta idea estd el que la inhibicién de la acetilcolinesterasa por compuestos
que tienen dos atomos de Nt cuaternario sea mayor que la correspon-
diente inhibicion producida por compuestos similares pero monocuater-
narios y, en cambio, fa pseudocolinesterasa sea igualmente inhibida por
compuestos bicuatemmarios que por los monocuaternarios, En contraste
con la acetilcolinesterasa, que hidroliza mucho mas rapidamente la acetil-
colina  que su anidlogo carbonado neutro dimetilbutirilacetato, la
afinidad de la pseudocolinesterasa por ambos sustratos es muy similar, lo
que también habla en contra de la existencia de un centro anidnico en
la pseudocolinesterasa. Asimismo, ohservaciones realizadas con fosforilco-
lina sugieren que el centro aniénico, si existe, no juega un papel
tan importante en la pseudocolinesterasa como en la acetileolinesterasa,

A pesar de todo, el problema no se puede considerar resuelto. También
Lav pruebas a favor de la existencia de un centro anidnico. Asi, los com-
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puestos ionicos de amonio cuaterndrio inhiben a la pseudocolinesterasa
mas que los correspondientes compuestos neutros. Ademas, la colina reac-
tiva a la acetilcolinesterasa inhibida por DFP, posiblemente facilitando
la hidrélisis del éster fosférico del centro estearico, al unirse al centro
anidénico, Pues bien, la colina también reactiva, si bien a mayores concen-
traciones, a la pseudocolinesterasa inhibida por DFP,

Finalmente conviene sefalar que la pseudocolinesterasa es inhibida
por los compuestos de nitrégeno cuaternario, como la dibucaina, neostig-
mina, RO,-0683 etc., (fig. 1), presumiblemente porque esos compuestos se
uneu reversiblemente al centro anidénico por interaccién electrostatica.

Resumiendo lo dicho hasta ahora: la pseudocolinesterasa es una en-
zima que hidroliza ésteres de colina a través de un complejo acil-enzima.
En la hidrélisis interviene un centro esteirico y presumiblemente otro
aniénico. Existen inhibidores de la pseudocolinesterasa que se unen irre-
versiblemente al centro estedrico y otros que se unen reversiblemente
al centro anidnico: son, respectivamente, los compuestos organofosforados
v los que contienen atomos de nitrogeno positivamente cargados.

MULTIPLICIDAD DE FORMAS MOLECULARES DE LA
ENZIMA NORMAL

Tras la electroforesis del suero de los individuos de genotipo
E," E\Y E;~ E; en gel de almidén a PH=35 se detecta una tnica banda
de actividad pseudocolinesterdsica (Fig, 5), es decir, una banda tingible
por el sistema a-naftilacetato-5-cloro-O-toluidina (Fast Red TR salt) e in-
hibible por eserina. Cuando la electroforesis se realiza a pH=8,7, se
detectan cuatro bandas de actividad pseudocolinesterdasica (Harris et al,
1962). Estas bandas se denominan por orden de movilidad decreciente
hacia e! 4nodo C,, G;, C, y C. (fig. 6). E] componente C, contiene mas del
90% de la actividad colinesterisica total del suero. Si se realiza una electro-
foresis en dos dimensiones, primero en pape! de filtro y después en gel de
almidén, el orden es el representads en la figura 7.

Nuestros propios trabajos con gel poliacrilamida confirman la pre-
sencia de cuatro isoenzimas de la pseudocolinesterasa en el suero de los
individuos normales (Fig. 8). (Tortolero y Medina, 19786).

Las diferencias de movilidad entre las cuatro isocenzimas no se deben
a diferencias en el contenido de dcido sidlico: la adicién de neuraminidasa
al suero, al liberar los restos de acido sidlico, causa una reduccién de la
movilidad de las cuatro isoenzimas pero las diferencias de movilidad entre
ellas se mantienen (Hairis et al, 1962).
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I
Cs ////2/ .

Figura 5.—Electroforesis en gel de almidén a pH=35 de un suero normal y uno C +.

La diferencia de movilidad de los isoenzimas no se reduce a diferencias
en su carga eléctrica a pH=8,7. En la velocidad de emigracién de las mo-
léculas de proteina hacia el dnodo influyen, ademas, otras caracteristicas
como la forma de la molécula o el peso molecular. En nuestro caso, los
datos electroforéticos podrlan hacer pensar que el COmponente C. es el

mas pesado y el C, el mas. ligero. . . :

Efectivamente, las isoenzimas pueden ser sepaladas fraccxonando el
suero en columna de Sephadex G-200, que separa las proteinas segiin  su
tamarfio, eluyendo antes las de mayor tamaiio. El orden de elucién de las
isoenzimas de la pseudocolinesterasa en columnas de Sephadex G-200
(Harris y Robson, 1963) es: primero el componente C,, luego los compo-
nentes C; v C, mezc]ados y finalmente el C, (La Du y Dewald, 1971)
(fg. 9).

Los estudios de centrifugaciéon en gradiente de sacarosa confirman que
las cuatro isoenzimas se diferencian por su tamafio (La Motta et al, 1970).
El peso de la isoenzima C; estaria, segiin estos y otros experimentos, entre
300.000 y 340.000 daltons (Dewald y La Du, 1970); el peso de las isoenzi-
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mas C, y C: se hallaria entre 150.000 y 250.000 daltons y el componente
C, pesaria alrededor de 80.000 daltons (Das y Liddell, 1970),
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Figura 6.—Electroforesis unidimensional en gel de almidén a pH=8,7 de un sue-
ro normal,

El estudio de las isoenzimas aisladas ha permitido llegar a una con-
clusién muy interesante: la afinidad de cada una de las isoenzimas por los
diferentes sustratos e inhibidores es igual que la de las otras y muy pareci-
da a la del suero en su conjunto (tabla I). El cinética de reaccién tampoco
varia de una iscenzima a otra. Estos datos sugieren la idea de que, en todas
ellas, el polipéptido activo es el mismo..

Si asi fuera, las cuatro isoenzimas serian distintos estados de agrega-
cién de un tnico polipéptido activo, el codificado por el alelo E\Y y, en
tal caso, deberian ser interconvertibles por agentes como la urea y/o los
reactivos de sulfhidrilo.

Tras la efectroforesis del suero se pueden aislar las zonas del gel que
contengan cada una de las cuatro isoenzimas. Estos trozos de gel pueden
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ser tratados con los citados agentes y vueltos a someter a electroforesis. En
esta clase de estudios se demostré que la isoenzima C. puede convertirse,
al menos parcialmente, en C; mediante el tratamiento con urea, que, como
se sabe, separa las subunidades protéicas no unidas por enlaces cova-
lentes. Las isoenzimas C, y C, pueden ser convertidas en C, por trata-
miento con reactivos de los grupos sulfhidrilo, que sirven para romper po-
sibles enlaces disulfuro (Lehman et at, 1961). Las isoenzimas nuevas ob-
tenidas de ese modo tienen la movilidad electroforética y las propiedades
de afinidad por sustratos e inhibidores caracteristicas de las correspon-
dientes isoenzimas de sueros sin tratar (Dewald y La Du, 1970).
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Figura 7—Electroforesis bidimensional de un suerc normal.

Los estudios de interconversién de unas isoenzimas en otras confirman
la hipdtesis de que las cuatro isoenzimas son diferentes estados de agrega-
cién de un tnico polipéptido activo (Dewald y La Du, 1970), aunque no de-
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muestran que algunas o todas ellas tengan otros polipéptidos, enzimitica-
mente inactivos.

C, C;
. N
N’

Figura 8.—Electroforesis unidimensional vertical en gel de poliacrilamida a pH=38,7
de un suero normal ¥ uno Cs-{-..

Nuestros propios trabajos (Tortolero y Medina, 1976) con enzima pu-
rificada apoyan fuertemente la idea de que las cuatro isoenzimas son di-
ferentes estados de agregacién de una tnica subunidad protéica. La
enzima purificada se detecta tanto con reactivos de la actividad pseudo-
calinesterasica como con reactivos de proteinas, La enzima purificada,
disuelta en tampon, origina en gel de poliacrilamida cuatro bandas de ac-
tividad enzimdtica y otras tantas de proteina (fig. 11). No aparecen bandas
protéicas carentes de actividad enzimética. Mas demostrativo es ain el
tratamiento con urea y cisteina simultaneamente. Si, tras este tratamiento,
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la electroforesis se lleva a cabo en gel de poliacrilamida carente de urea
no se detecta ninguna diferencia con la enzima sin tratar posiblemente
porque, si ha ocurrido disociacién, las distintas subunidades se reconstru-
yen durante la electroforesis. En cambio, si llevamos a cabo la electrofo-
resis en gel de poliacrilamida que contiene urea, ninguna banda de activi-
dad enzimatica aparece v tan sélo una banda de proteina es detectable
(fig. 10). En presencia de urea no se detecta ninguna banda de actividad
enzimatica porque la urea inhibe a la pseudocolinesterasa. La banda pro-
téica visible tras ¢l tratamiento y electroforesis en presencia de urea indica
que muy posiblemente la pseudocolinesterasa es un homopolimero,
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Figura 9.—Perfil de la elucién en una columna de Sephadex G-200 de las isoenzi-
mas de la pseudocolinesterasa de un individuo C,—.
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TABLA 1

Afinidad de las distintas isoenzimas de la pseudocolinesterasa normal por
benzoilcolina, dibucaina y FNa

Preparacién K. (umoles [ litro) Ndmero de Nfimero de
enzimdtica para benzoileolina dibucains fluorure
Suero 4.5 81.7 58.1
C, 4.1 81.7 8.7
C+ G 5.1 80.6 57.9
C, nativo 4.7 81,1 61.2
C, derivado de C, 5.0 814 60.8

Comportamiento de las isoenzimas de la pseudocolinesterasa normal frente
a un sustrato y dos inhibidores.
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Figura 10.—Electroforesis en gel de poliacrilamida sin (izquierda} y con (derecha)
urea de enzima purificada tefiida con reactivos de proteinas.
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Si la pseudocolinesterasa es un homopolimero, es decir, si las cuatro
isoenzimas tienen el mismo polipéptido activo, la mayor actividad de la
isoenzima C, se debe deber a que hay un mayor niimero de moléculas C,
que de las otras iscenzimas, o lo que es lo mismo, que en las condiciones
fisiologicas la reaccion de polimerizacion esti desplazada hacia la forma-
cién de polimeros. Esto estaria de acuerdo con el hecho de que las sub-
unidades parecen agregarse espontineamente para formar isoenzima C..
Si esto fuera cierto, la isoenzima C, seria un binito ejemplo de molécula
cuya estructura cuaternaria viene determinada por las correspondientes
estructuras terciarias de sus componentes. Seria muy interesante investigar
si tras la desnaturalizacion por calor se reconstruyen espontineamente o
no las distintas isoenzimas de la pseudocolinesterasa.

La isoenzima C; ocuparia, no obstante, un lugar especial en la serie
polimérica (Atland y Goedde, 1970). Como hemos visto en los experimen-
tos de electroforesis bidimensional, su carga es diferente a la del compo-
nente C; y sin embargo no deben tener tamaros muy diferentes puesto que
eluyen mezclados de la columna de Sephadex. Ademis, en algunos in-
dividuos poco frecuentes que casi carecen de actividad pseudocolinestera-
sica se encuentran trazas de la isoenzima C. aungue no de las otras
tres. El problema planteado por la isoenzima C. esti sin resolver. Igual-
mente, se desconoce el papel que juegan los dcidos sidlicos en la molécula
de la pseudocolinesterasa.

Los individuos normales no son sensibles habitualmente al suxameto-
nio. Si lo son, la causa no reside en la pseudocolinesterasa, siendo, por
el momento, desconocida.

' LA ENZIMA ATIPICA

Los primeros estudios con individuos hipersensibles a suxametonio de-
mostraron que la mayoria de ellos, aunque no todos, tienen actividades
pseudocolinesterdsicas inferiores a las de los individuos normales, (fig. 11).
Dada la incidencia familiar de la reduccién de actividad pseudocolines-
terasica se postulé que la hipersensibilidad al suxametonio se debe a la
presencia, en homocigosis, de un alelo atipico, el E,*, causante de la re-
duccion de la actividad pseudocolinesterisica. No obstante, dada la amplia
variabilidad que dicha actividad pseudocolinesterisica muestra en indi-
viduos genotipicamente idénticos, la comprobacién de la hipétesis del
alelo atipico no siempre era posible. Asi, el anilisis de 93 miembros de
26 familias, escogidas porque en cada una un miembro era sensible al
suxametonio, demostré que todos los individuos por los que se habia es-
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cogido la familia tenian una actividad pseudocolinestersica inferior a
36 unidades de Ammon, mientras que sus padres e hijos tenian actividades
que oscilaban entre 26 y 90 unidades. Como el rango normal de activida-
des es de 60-125 unidades no fue posible identificar a los heterocigotos
(Kaufman et al, 1960).
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Figura 11 —Distribucidn de actividades pseudocolinesterasicas en individuos no sen-
sibles {blanco) ¥ sensibles (negro) a suxametonio. En abscisas el numero
de unidades de actividad pseudocolinesterisica en suero; en ordenadas
el nimere de individuos con una actividad determinada.

La reduccién media de actividad pseudocolinesterdsica en sueros ati-
picos puede deberse “a priori” a dos causas que pueden actuar, por lo
demas, conjuntamente. Una es la reduccién del nimero de moléculas en
el suero atipico respecto del normal. Otra es la presencia en el suero ati-
pico de una enzima normal que desarrolle menos actividad que la normal.

Numerosos estudios e investigaciones han demostrado que la primera
posibilidad no es cierta v la segunda si lo es; es decir, que la reduccion
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de actividad en los sueros atipicos se debe a la presencia, en concentra-
ciones normales, de una enzima normal.

Que los sueros con reducida actividad pseudocolinesterasica contie-
nen una enzima anormal se demostré estudiando la cinética de hidrélisis
por el suero atipico y el normal de diferentes sustratos y el comporta-
miento de ambos tipos de suero frente a diversos inhibidores (Davies et
al, 1960).

El suero de los individuos hipersensibles a suxametonio, presuntamente
de genotipo E,* E,* E;~ E;~, muestra menos afinidad por todos los sustra-
tos, salvo el =-naftil-acetato, que el suero de los individuos normales
(tabla II); es decir, posee una constante de Michaelis mds alta para todos
ellos. Esto quiere decir que la reaccién 1 del proceso de hidrolisis cata-
lizado por la pseudocolinesterasa se halla alterado en la enzima atipica,
La reduccién de actividad es mas acentuada frente a unos sustratos que
frente a otros. De hecho, frente al e-naftil-acetato la Xm de la enzima
atipica es menor que la de la enzima normal. (Bainford y Harris, 1964).

La reaccién 1 no es la Gnica para la que difieren la enzima atipica y la
normal. También la velocidad de la reaccién 3 se halla alterada, siendo
menor frente a todos los sustratos en la enzima atipica que en la usual.
Asi, a pesar de la mayor afinidad de la enzima atipica por el a-naftil-ace-
tato la velocidad maxima de hidrélisis de ese sustrato es mayor si opera
la.enzima normal que si opera la enzima atipica; o sea que, las diferencias
en la velocidad de la reaccidon 3, proceso limitante de la reaccién global,
compensan con creces la mayor afinidad de la enzima atipica hacia el
«-naftil-acetato.

TABLA 11

Afinidad de las distintas isoenzimas de la pseudocolinesterasa atipica por
benzoileolina, dibucaina y FNa

Preparacién K, (umeles [ litro) Namero de Namero de
enzimitica para benzoileolina dibueaina fluoruroe
Suero 21.1 227 292.2
C. 24.1 17.8 21.9
C + G 24.2 15.8 22.9
C, nativo 18.3 23.4 22.6

Comportamiento de las isoenzimas de un suero atipico frente a benzoil-
colina y dos inhibidores.
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Otra prueba de que también para Ja reaccion 3 difieren ambas enzimas
se obtuvo estudiando el comportamiento de la enzima usual y de la atipica
frente a colina (Clark et al, 1968). En el caso de la enzima usual la colina
es un inhibidor competitivo de la benzoilcolina, presumiblemente porque
ambas sustancias compiten por el centro anidnico. Ademds, la colina es un
activador no competitivo de la hidrdlisis de la benzoilcolina por la enzima
usual porque incrementa Ia velocidad de la reaccidn 3, facilitando la
disociacion del complejo acil-enzima. En cambio, frente a la enzima ati-
pica la colina solo se comporta como inhibidor competitivo de la hidré-
lisis de benzoilcolina y no. muestra el efecto de activacién no competitiva
de la reaccién 3, prueba clara de que ambas enzimas difieren para dicha
reaccion,

En resumen, el suero de los individuos atipicos contiene una enzima
anormal que difiere de la normal por su afinidad y su velocidad de reac-
cidn 3 frente a distintos sustratos. Ambas diferencias, actuando conjunta-
mente, son causa de que la actividad pseudocolinesterasica del suere
atipico frente a distintos sustratos difiera de la del suero normal, siendo,
por lo general, menor que ésta, Ahora bien, como las diferencias en las
reacciones 1 y 3 entre ambas enzimas tienen distinta magnitnd segan el
sustrato de que se trate, no se pueden extrapolar las diferencias de activi-
dad de un sustrato a cualquier otro.

En el caso del suxametonio las diferencias de actividad son tan marca-
das que el suero atipico no hidroliza en absoluto dicha sustancia a las
condentrariones terapéuticas (fig. 12), y de ahi la hipersensibilidad al suxa-
metonio, aunque si lo hace a concentraciones superiores (Kalow, 1960;
Goedde et al, 1968). (fig. 12).

Que el suero de los individuos atipicos contiene una enzima anormal
también puede ponerse de manifiesto mediante estudios con inhibidores
(Kalow v Davies, 1958}, los cuales dan ademas algunas pistas sobre las

posibles alteraciones moleculares que sufre la enzima atipica y que son la
base de las diferencias de actividad enzimatica con la enzima usual,

Como sabemos, los compuestos organofosforados, del tipo del DFP,
inhiben irreversiblemente a la enzima usual fosforilando irreversiblemente
y en la misma medida, a Ja enzima atipica. Esto se ha interpretado como
una prueba a favor de que la enzima atipica no tiene alterado su centro
estedrico. Sin embargo, también se han obtenido algunas pruebas de que
el centro estedrico de la enzima atipica no es normal {Clark et al, 1968).
Por ejemplo, €l paraoxon es un compuesto organofosforado (dietil-O-nitro-
fenilfosfato) que mhibe a la pseudocolinesterasa por el mecanismo descrito
para este tipo de compuestos; el FNa reactiva a la enzima inhibida por el
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paraoxo6n, facilitando la hidrélisis del complejo fosforil-enzima; pues bien,
la cinética de reactividad por FNa de la enzima atipica inhibida por parao-
x0n es diferente de la correspondiente cinética de la enzima usual. La
enzima atipica se reactiva rapidamente lo que indica gue el enlace fosforil-
enzima es mas labil, en presencia de FNa, en la enzima atipica que en la
usual y, por tanto, que ambas enzimas difieren en sus centros estedricos.
No obstante, el centro esteirico de la enzima atipica es perfectamente
funcional, puesto que, si bien a concentraciones superiores, hidroliza
los mismos sustratos que la usual,

A
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Figura 12—Actividad pseudocolinesterasica frenie a suxametonio de un suero nor-
mal (U) ¥ de uno atipico (A), En abscisas los mg de suxametonio, en
ordenadas la actividad enzimética.

Una fuerte prueba a favor de que la enzima atipica se halla alterada
en el centro anidnico proviene de su comportamiento frente a sustratos e
inhibidores que contienen uno o dos N* cuaternarios 0 Nt en grupos
amina sustituidos (Kalow y Davies, 1958). Ya dijimos que el N+ posible-
mente interacciona electroestaticamente con- el centro anionico cargado
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negativamente de la enzima usual, La afinidad de la enzima atipica por
sustratos o inhibidores que contienen N cargado positivamente es menor
que la de la usual, lo que prueba que €l centro aniénico de la enzima
atipica se halla alterado.

Otras pruebas de que el centro anidnico de la enzima atipica no es nor-
mal son que el pK de la enzima atipica es menor que el de la usual v que
la colina altera del pK en la enzima usual pero no en la atipica.

Las enzimas atipicas y usual deben diferir en algo mas que en el centro
aniénico, De otro modo seria dificil explicar por qué la enzima atipica
es mucho menos sensible al efecto inhibidor de una molécula cargada
negativamente como el fluoruro sédico (Harris y Wittaker, 1961). Asi-
mismo, hay pruebas de que el n-butanol al 1% es un activador de la en-
zima usual, a la que activa en un 170%, y un inhibidor de la enzima atipica,
inhibiéndola en un 50%. En general, el comportamiento de ambas enzi-
mas frente a alquil-alcoholes en distintas concentraciones no es el mismo
(Whittaker, 1968). También difieren ambas enzimas en su respuesta a la
activacién por pequeiias concentraciones de CINa y a la inhibicién por
concentraciones mayores de dicho producto (Swaift y La Du, 1966), A
la vista del conjunto de datos expuestos podemos concluir que el suero
de los individuos atipicos contiene una enzima anormal que muestra
menor afinidad por los sustratos e inhibidores con nitrdgeno positivamente
cargado y es mis resistente al efecto inhibidor del FNa,

IDENTIFICACION DE L.OS GENOTIPOS E* E,* y E;* E*

El que la enzima atipica tenga menos afinidad por Ios inhibidores con
nitrégeno cargado positivamente provoca el que dicho enzima sea menos
sensible al efecto inhibidor de esos compuestos, Dicho de otro modo, puesto
que la afinidad de la enzima atipica por los inhibidores con nitrogeno
cargado positivamente es menor que la de la enzima usual, la concentra-
cion de inhibidor necesaria para producir determinado grado de inhibi-
cidon en la enzima atipica sera mayor que la necesaria para producir la
misma inhibicién en la enzima usual.

Esta propiedad, a diferencia de las medidas de actividad enzimatica,
permite discriminar inequivocamente el producto del alelo E,* del del
E.U. Por ejemplo, el nitmero que resulta de multiplicar por cien el co-
ciente entre las actividades pseudocolinesterasicas de un suerc frente a
benzoilcolina en presencia y en ausencia de dibucaina 10—M respectiva-
mente es caracteristico del genotipo del individuo en el gen E, (Kalow
y Genest, 1957). Dicho niimero, llamado niimero de dibucaina, no depende
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de la actividad global del suero frente a la benzoilcolina puesto que es el
resultado de un cociente. El nimero de dibucaina es una medida del
grado de sensibilidad del suero a la dibucaina. ,

E] andlisis de muchos individuos demostr6é que el niimero de dibucaina
sigue en la poblacion una distribucién claramente trimodal (Kalow y
Staron, 1957; Kalow y Gunn, 1959), distinguiéndose tres clases de indi-
viduos cuyos numeros de dibucaina son respectivamente, 80 =2, 62 =4 y

20 = 4, (fig. 13) (hg. 14),
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Figura 13.—Porcentaje de inhibicién producida por la dibucaina en un sueroc nor-

mal (U} ¥ en uno atipico (A). En abscisas el logaritmo de la concentra-
cion molar de dibucaina; en ordenadas, el porcentaje de inhibicidn.

Inicialmente, se pensé que las tres clases de individuos correspondian
respectivamente a los genotipos E\V EY, E\Y E* y E* E*, pero el des-
cubrimiento del alelo. E," complicd la cuestidn (Harris y Wittaker, 1961).



114 Juan Romon Medinag

Como m4s adelante veremos en detalle, los genotipos E" EV y EVY EY,
conducen a numeros de dibucaina tan semejantes que no pueden ser fia-
blemente distinguidos por el método expuesto, En consecuencia, conviene
averiguar, a efectos de identificacién genotipica, el ntimero de fluoruro
del suero ademdis del de dibucaina (Harris y Wittaker, 1962; Harris y
Wittaker, 1963).
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Figura 14.—Distribucién de numeros de dibucaina en suerog de individuos normales
{blanca) y sensibles parcial o totalmente a suxametonio (negro). En abs-
cisas el numero de dibucaina; en ordenadas, el numero de individuos.

El ntimero de fluoruro se define del mismo modo que el de dibucaina
pero utilizando 5 x 10~*M de FNa como inhibidor (Liddell et al, 1963).
Como mencionamos en el apartado anterior, la enzima atipica es mas
resistente al efecto inhibidor del FNa que la usual, aunque se desconoce la
base molecular de la diferencia entre ambas enzimas. Por tanto, los ng-
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A

meros de fluoruro de los individuos E;* E,” seran menores que los de los
E* E v los de éstos, a su vez, menores que los de los E,Y E,“.

Recientemente, la casa Hoffman-La Roche ha mtroducido un nueve
inhibidor Nlamado en cédigo RO-0683 y que es el bromuro del dimetil-
carbamato del 2-hidroxi-5-fenilbenzil trimetil amonio. Este inhibidor per-
mite discriminar claramente entre los distintos genotipos en el gen E,.
El mimmero de RO,-0683 se define como los otros dos, pero utilizando una
concentracién 10~'M de dicha sustancia como inhibidor (Kalow y Da-
vies, 1938).

En la tabla III se resume el comportamiento de los distintos sueros
frente a los tres inhibidores,

Como se ve, el genotipo de un individuo puede ser averiguado sin po-
sibilidad de error mediante el empleo de inhibidores, lo que ha permitido
realizar estudios familiares detallados de la herencia de las variantes de
la pseudocolinesterasa. Dichos estudios han confirmado, fuera de toda
duda, que existen varios alelos del gen E, v que €] alelo E,* determina una
proteina anormal con las caracteristicas deseritas (Kalow y Staron, 1957;
Harris y Whittaker, 1962).

INTERACCION DE LOS ALELOS E*yE\Y

Con la determinacién de los mimeros de dibucaina, fluoruro y RO,-0683
los tres genotipos EV E,V E;~ vy E—, EVYE E- E.~ y Ef E® E;~ E-
pueden ser limpiamente ser limpiamente caracterizados. Conviene ahora
comparar las actividades frente a distintos sustratos de los individuos de
bajo, intermedio v alto nimero de dibucaina. En general, las actividades
enzimaticas de las tres clases de individuos son respectivamente bajas,
intermedias y altas, pero la distincién no es tan clara como con el ni-
mero de dibucaina. Asi, algunos individuos normales tienen las actividades
tan bajas como los individuos atipicos caracteristicos. Posiblemente esto
se deba a que el parametro “actividad enzimatica” es mucho més sensible
a las diferencias ambientales que las propiedades cinéticas de la enzima.
En cuanto a actividad frente a benzoilcolina, el alelo E?® es ligeramente
recesivo frente al E,Y (tabla ILI).
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TABLA TID

Comportamiento de los productos de los alelos activos del gen E, frente
a diversos inhibidores

Porcentaje de Néam. de Nim., de Nim. de
Genotipo actividad dibucaina fluoruro RO,-0683
E'E" 100 71-85 57-68 95
E' Ef 25 14.25 18-28 10
E’E/! 60 64-67 32-40 75-86
E" Ef 78 - 50-68 42-55 58-76
E" E/ 80 71-78 50-55 87-95
Er Ef 60 30-38 30-38 40-60

COMPORTAMIENTO DE LOS ALELOS ACTIVOS DEL GEN E,
FRENTE A INHIBIDORES

Los individuos E;* E;* son hipersensibles al suxametonio, los individuos
E," E* no lo son porque la actividad del alelo E,Y es suficiente para hi-
drolizar la succinildicolina a la velocidad apropiada.

También, en cuanto a resistencia ¢ inhibidores el alelo E* es ligera-
mente recesivo frente al E,".

En los tres casos los resultados pueden ser facilmente explicados ad-
mitiendo que los homocigotos E;¥ E\Y y E; E.* sintetizan tan solo y,
respectivamente, las enzimas normal y afipica y que los heterocigotos
sintetizan ambas enzimas normal v atipica, simultaneamente.

Del suero de los individuos heterocigotos se han podido aislar ambas
clases de enzimas por procedimientos fisico-quimicos (Liddell et al, 1962).
Previamente, se habia demostrado por electroforesis a alto pH que ambas
enzimas coexisten en el suero de los heterocigotos E,Y E,*

La presencia de la enzima atipica en los homo y heterocigotos porta-
dores del alelo E,* no se limita al suero; los andlisis post-morten de dife-
rentes tejidos, demuestran que la enzima atipica se halla también distri-
buida por todo el organismo.

Se han acumulado numerosas pruebas de que la mutacion del alelo
E/’, si bien afecta a la estructura de la proteina que codifica dicho alelo,
no altera la cantidad de proteina sintetizada. La concentraciéon de mo’ -
culas de pseudocolinesterasa normal presente en el suero de los homo-
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cigotos E."' E," es la misma que la concentracién de moléculas attpicas
en el suero de los homocigotos E* E? El suero de los heterocigotos
E.Y E® consta de un 50% de moléculas usuales y un 50% de atipicas, siendo
la concentracién total de moléculas de pseudocolinesterasa, usvales y ati-
picas consideradas conjuntamente, la misma que en los homocigotos. Se
ignora si se forman multimeros hibridos con unas subunidades usuales y
otras atipicas.

Que la mutacién E/ no afecta a la concentracién de proteina se
deduce de experimentos de inhibicién con compuestos organofosforados.
El DFP reacciona estequiométricamente con el centro estedrico de las
moléculas de pseudocolinesterasa, sean éstas usuales o atipicas (Kalow
y Davies, 1958), Si el suero de un individuo E* E® tuviera, por término
medio, una concentracion diferente de pseudocolinesterasa que el de un
individuo E\Y E\” se necesitaria una cantidad diferente de DFP para
producir ¢l mismo grado de inhibicién en ambos sueros y, sin embargo,
el suero atipico y el usual muestran la misma dependencia concentracién
de inhibidor-grado de inhibicion.

Una prueba de que la igualdad de concentraciones de pseudocolineste-
rasa no se limita a los homocigotos, sino que se da en los sueros de los
tres genotipos que estamos dicutiendo, consiste en que la curva concen-
tracién-inhibicién con RO,-0683 del suero de un heterocigoto E,Y E* es
exactamente la misma que la de una mezcla al 50% de sueros EV E\V y
Es E.

Las pruebas definitivas provienen de experimentos inmunoldgicos.
La pseudocolinesterasa usual ha sido purificada casi totalmente, lo que
permite preparar anticuerpos especificos contra ella. Con el antisuero
apropiado es posible titular la concentracion de pseudocolinesterasa en
el suero usual. La enzima atipica da reaccién cruzada con los anticuerpos
de la pseudocolinesterasa normal, lo que indica que sus estructuras mo-
leculares globales deben ser’ muy similares, compartiendo determinantes
antigénicos. Una prueba muy fuerte de que los sueros EV E\Y y E* E
contienen concentraciones iguales de pseudocolinestérasa es que voltme-
nes iguales de ambos sueros neutralizan, por término medio, volimenes
iguales de una solucién de anticuerpos contra la pseudocolinesterasa nor-
mal (Hodgkin et al, 1965).

Los datos sobre concentracién de pseudocolinesterasa en las tres cla-
ses de sueros discutidos indican que, si bien desde el punto de vista de la
actividad enzimdtica, sea medida ésta directamente o por resistencia a la
inhibicién por determinados compuestos, el alelo E* es ligeramente rece-
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sivo frente al E.", desde el punto de vista de la cantidad de enzima sinte-
tizada ambos alelos son codominantes.

Puesto que, ademas, la enzima atipica no ha perdido la actividad en-
zimatica y comserva sus propiedades inmunolégicas, debemos concluir
que la mutacién E* introduce sélo una sutil alteracién molecular que,
simplemente, altera el nimerc de recambio y la afinidad por los sustratos
de la enzima.

SEMEJANZAS MOLECULARES ENTRE LA ENZIMA NORMAL
Y LA ATIPICA

Lo que acabamos de decir se ve confirmado por los experimentos de
electroforesis. La pseudocolinesterasa atipica también aparece en el suero
bajo multiples formas moleculares que, presumiblemente, representan dis-
tintos grados de agregacion de un unico polipéptido.

Por electroforesis en gel de almidén a pH 4cido sélo una banda de ac-
tividad pseudocolinesterisica es visible en el suero de los individuos
E?® E® E;~ E.—. Si la electroforesis se lleva a cabo a un pH bésico cuatro
isoenzimas son detectables en esos sueros. Se denpominan también C,,
C., C; y C.. La distribucién de actividades entre ellas es exactamente la
misma que en el caso de los sueros normales, estando el 90% de la actividad
enzimatica en el componente C,. Asimismo, la afinidad por el sustiato de
las isoenzimas atipicas no varia de unas a otras (La Du y Dewald, 1971)
(tabla II). En resumen, todo induce a pensar que la mutacion E* no al-
tera la capacidad de polimerizacion del polipéptido codificado por el
gen E.. '

Aln mis sorprendente es el resultado de que en los sueros de los
heterocigotos E\Y E.* no aparecen, por electroforesis a alto pH, ocho
bandas sino cuatro bandas de actividad pseudocolinesterasica, Debemos
concluir, a la vista de este resultado, que la mutacién E,* no sélo no altera
la capacidad de polimerizacién del polipéptido sino que no altera tampoco
sustancialmente su tamafio ni su carga.

Todos los datos hasta ahora expuestos son compatibles con la idea de
que la mutacion E* es del tipo de cambio de nucledtido v que su efecto
sobre el polipéptido serla introducir en determinado sitio de la secuencia
un aminoicido distinto del que lleva la pseudocolinesterasa normal. Am-
bos aminoicidos deberian tener la misma carga v no jugarian ningin
papel en Ja estructura cuaternaria de la pseudocolinesterasa, Si tendrian
importancia para la determinacion de la cinética de reaccion, presumible-
mente por formar parte del centro anidnico.
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EL ALELO E/f

Los estudios de poblaciones en las que se averiguaba el nimero de
fluoruro de sus individuos mostraron que, al igual que en el caso del nu-
mero de dibucaina, la distribucién de mimeros de fluoruro es claramente
trimodal, Este resultado era perfectamente previsible puesto que se sabia
que los individuos con enzima atipica son mas resistentes al efecto inhi-
bidor de! fluorwro sédico que los que tienen enzima usual. Era facil
pensar que las tres clases que el niimero de fluoruro establece entre los
individuos corresponden respectivamente a los genotipos E," E;*, EY E* y
E,Y E\". Estas clases de individuos tendrian su ntmero de fluoruro res-
pectivamente entre 57-68, 42-55 y 18-28 (Harri y Whittaker, 1961).

La explicacion de que la distribucién trimodal de ntimeros de fluo-
ruro se debe a la presencia del alelo E;* en la poblacién, predice que
todos los individuos con bajo ntimero de fluoruro, es decir, todos los indi-
viduos mediana o intensamente resistentes a fluoruro sédico, deben tener
numeros de dibucaina igualmente bajos. $i bien esta prediccién se cum-
ple en la mayoria de los casos, no se cumple en todos ellos. Hay individuos
cuya actividad pseudocolinesterdsica sérica es claramente mas resistente
al FNa que la de los individuos normales y, sin embargo, su nimero de
dibucaina es casi normal (Harris y Whittaker, 1961). Este resultado sugiere
que en la poblacién se encuentra una tercera clase de enzima con propie-
dades,en cierto sentido, intermedias entre las de la enzima usual y las
de la atipica por cuanto es casi tan sensible a la dibucaina como aquélla
pero simultaneamente, es casi tan resistente al fluoruro sédico como ésta,

Los estudios de arboles geneal6gicos familiares demostraron que la
enzima resistente a fluoruro se hallaba codificada por un nuevo alelo del
gen E., alelo que recibi6 el nombre de E. (Lehman et al, 1963; Whittaker,
1964; Griffiths et al, 1966). '

Se desconoce totalmente la base molecular de la resistencia de este
enzima al efecto inhibidor del FNa.

El alelo E provoca, en homocigosis, una reduccién moderada de la
actividad sérica pseudocolinesterdsica, presumiblemente porque la nueva
enzima tiene una afinidad por los sustratos habituales menor que la de la
enzima usual, No obstante, la actividad es mayor que la producida por el
alelo atipico en homocigosis (Motulsky, 1964).

En cuanto a actividad enzimatica se refiere, el alelo E/ es codomi-
nante con el EY y totalmente dominante sobre el E;". Asi, los hetero-
cigotos E\Y E,' tienen una actividad sérica pseudocolinesterdsica exacta-
mente intermedia entre las de los homocigotos E\Y E,Y y E/f E/ y la acti-
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vidad pseudocolinesterisica sérica de los heterocigotos E* E,' es exacta-
mente igual a la de los homocigotos E," E;. En consecuencia, los indivi-
duos homocigotos para el alelo E,' son moderadamente hipersensibles al
suxametonio, durando en ellos la apnea menos de dos horas (g, 15).
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Figura 15 —Relacién entre log nimeros de dibucaina (abscisas) y de fluoruro
(ordenadas) en los sueros con actividad pseudocolinesterisica. N indica
aletlo usual; D, resistente a dibucaina, ¥ F, resistente a fluoruro,

Conviene seiialar que el alelo E," es indistinguible de los otros dos por
electroforesis. De nuevo nos hallamos en presencia de una mutacion
que altera las caracteristicas cinéticas de la enzima sin alterar sus pro-
piedades de carga eléctrica y capacidad de polimerizacion, Sin embargo,
cada combinacién genotipica de los alelos E,Y, E* y E," conduce a una
curva caracteristica de actividad colinesterdsica en funcién de la tempe-
ratura a la que se desarrolla la reaccion (King v Morgan, 1970) (fig. 16).
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Figura 16 —Relacién entre temperatura {(abscisas) en °C ¥ la actividad relativa
pseudocolinesterdsica en los distintos sueros activos.

EL. ALELO SILENCIOSO

Si no existieran otros alelos del gen E, que los tres descritos, usual,
atipico y resistente a fluoruro, en la descendencia de los individuos con
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hajo mimero de dibucaina no deberian aparecer nunca individuos con
namero alto de dibucaina, En efecto, si el individuo tiene un niimero de
dibucaina cercano a 20 y sélo existieran los alelos E\Y, E* y E/, dicho
individuo deberia ser obligadamente de genotipo K E;, puesto que
s6lo ese genotipo conduciria a un nimero de dibucaina cercano a 20. En
consecuencia, deberia transmitir el alelo E;* a sus descendientes, los cua-
les, dependiendo de cual fuera el genotipo del otro progenitor sélo po-
drian ser homocigotos o heterocigotos del alelo E," y, por tanto, no podrian
tener un ndmero alto de dibucaina, dehiéndolo tener, obligadamente,
bajo o intermedio,

Sin embargo, estudios de arboles genealdgicos familiares indican que
en algunas, si bien poco frecuentes, ocasiones aparecen individuos con
sensibilidad normal a la dibucaina en la descendencia de individuos pre-
siintamente del genotipo E* E; (Kalow y Staron, 1957; Harris et al,
1960; Liddell et al, 1962; Simpson y Kalow, 1964), Estas anomalias apa-
rentes del modo de herencia del caracter atipico fueron explicadas por
Kalow y colaboradores postulando la existencia de un nuevo alelo del
gen E; (Kalow y Staron, 1957). Este nuevo alelo, E, seria silen-
cioso, es decir, su producto genético no contribuiria a la activi-
dad pseudocolinesterdsica del suero en ninguna medida, y su pre-
sencia en heterocigosis no modificaria las propiedades de resistencia a
inhibidores determinadas por el otro alelo del individuo. Esta hipétesis
explica perfectamente las anomalias citadas del modo de herencia del
cardcter atipico, puesto que es suficiente admitir que los individuos pre-
suntamente del genotipo E;* E* en cuya descendencia aparecen indivi-
duos con un nimero de dibucaima normal son en realidad E” E°. Un
individuo de genotipo E; E.” tendria, dadas las propiedades exigidas del
alelo E;, un nimero de dibucaina similar al de un individuo de genoti-
po E" E?, pero, a diferencia de éste, no transmitiria obligatoriamente un
alelo E®; transmitiria a parte de su progenie el alelo E® y el niimero
de dibucaina de esos descendientes dependeria tan solo del alelo trans-
mitido por el otro progenitor. Si este otro alelo fuera el E\Y o el E," el
niimero de dibucaina seria normal o casi normal respectivamente.

La confirmacion de la hipdtesis del alelo silencioso exigia la identi-
ficacién del correspondiente homocigoto silencioso, E* E,*. Esta clase de
individuos deberia carecer de actividad pseudocolinesterasica en suero,
lo que los haria extraordinariamente sensibles al suxametonio.

Evidentemente, los conceptos de niimero de dibucaina, de fluoruro y
de RO,-0683 no pueden ser aplicados a estos individuos, puesto que ca-
rece de sentido hablar de la inhibicién de una actividad inexistente.



Las colinesterasas del suerc humano 123

La hipotesis del alelo silencioso se vid confirmada a los cinco afios de
haber sido propuesta, En 1962, Liddell y colaboradores descubrieron
una mujer griega que carecia totalmente de actividad pseudocolinestera-
sica en suero (Liddell et al, 1962). Dicha mujer no sufria ninguna enfer-
medad de las que habitualmente reducen la actividad esterasica. Su madre
y dos hijos suyos tenian nimeros de dibucaina y de fluoruro normales y
actividad pseudocolinesterdsica baja pero detectable y que caia dentro
del rango normal de actividades. La mujer era muy sensible, de hecho
por eso fue descubierta, al suxametonio, Como se ve, dicha mujer cumplia
todos los requisitos predichos para los individuos homocigotos para el
alelo silencioso.

Al afio siguiente otra mujer con todas las caracteristicas de ser homo-
cigota para el alelo E,* fue descubierta (Simpson y Kalow, 1964). El es-
tudio de biopsias hepiticas demostrd que tampoco en ese Organo era
detectable actividad pseudocolinesterasica (Doenicke et al, 1964). Poste-
riormente se han descubierto otros casos de anenzimia para la pseudo-
colinesterasa (Kattamis et al, 1967). _

Los estudios de drboles genealogicos demostraron que, efectivamente,
la anenzimia era heredable y explicable en términos de un nuevo alelo del
gen E,, alelo que cumplia todas las predicciones de Kalow y colaboradores
(Simpson v Kalow, 1964).

La investigacion en profundidad del alelo silencioso ha revelado que
dicho alelo o bien no produce proteina alguna o bien produce una pro-
teina tan diferente de la normal que no puede ser identificada ni por tée-
nicas enzimaticas ni por técnicas inmunoldgicas. Se trata, por tanto, de un
alelo amorfo,

El suero de los individuos homocigotos para el alelo silencioso no forma,
tras electroforesis en gel de almidon a diferentes pH, ninguna banda de
actividad pseudocolinesterasica (Goedde et al, 1965).

Experimentos de inmunodifusion e inmunoelectroforesis revelan que
el suero de los individuos homocigotos para el alelo E* no da reaccién
cruzada en absoluto con anticuerpos contra la enzima usual (Hodgkin et
al, 1965). Ademas, el suero de los individuos silenciosos no neutraliza en
ninguna medida soluciones de anticuerpos contra la enzima usual.

El suero de los individuos silenciosos no contiene ningém inhibidor
de la pseudocolinesterasa usual o anticuerpos contra ella (Hodgkin et al,
1965). Asi, la disminucién de la actividad pseudocolinesterasica detectable
en las mezclas de sueros normales v silenciosos se debe, tinica y exclusi-
vamente, a la dilucién de la enzima usual.

Todos los resultados descritos apoyan la idea de que el alelo silencioso
es amorfo,
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INTERACCION DEL ALELO SILENCIOSO CON LOS
OTROS ALELOS

En cuanto a la actividad se refiere, el alelo silencioso es totalmente
recesivo frente a los alelos atipicos y resistentes a fluoruro. Los heteroci-
gotos entre el alelo silencioso y el alelo E,* o €| E,' tienen la misma ac-
tividad pseudocolinesterisica que los correspondientes homocigotos ac-
tivos. :

En cambio, el alelo E," provoca una disminucion apreciable de la
actividad pseudocolinesterdsica en . los heterocigotos de genotipo E," E,"
Esta reduccién posiblemente se deba a que el ndmero de moléculas ac-
tivas en el suero de los heterocigotos es menor que en el de los homoci-
gotos activos.

El alelo silencioso es recesivo frente a los otros tres alelos del gen E,
en cuanto a caracteristicas de resistencia a inhibidores se refiere. Esto es
logico puesto que dichas caracteristicas son propiedades cualitativas de
las enzimas presentes en el suero, de modo que no dependen, en ahsoluto,
de la concentracién de enzima sino solo de la clase de enzima de la que
se trate (tabla IV).

IDENTIFICACION DEL ALELO SILENCIOSO

El alelo silencioso es ficilmente identificable en homocigotos, porque
anula Ia actividad enzimatica del suero, Por el contrario, es practicamen-
te imposible de identificar por medios bioquimicos cuando se halla en
heterocigosis. Como ya hemos dicho, su presencia no altera las caracte-
risticas cualitativas del suero v la variabilidad no genética de la actividad
pseudocolinesterisica es tan grande que, en un individuo aislado, una
reduceidon de dicha actividad no es necesariamente indicacién de hetero-
cigosis para el alelo silencioso.

TABLA IV

Comportamiento del suero de distintos portadores del alelo silencioso
frente a diversos inhibidores

Porcentaje de  Ndm, de Ntm. de Ném. de
Genotipo retividad dibucaina fluoruro RO,-0683
E" E/ 100 71-85 57-68 85
E’ E? 0 Carecen Carecen Carecert
Er E?® 65 71-85 57-68 95
JOFRN 20 14-25 20-25 10

E'E-" G0 67 43 ?
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‘En consecuencia, el alelo silencioso sélo puede ser identificado por
técnicas genéticas de andlisis familiar, lo que dificulta notablemente su
estudio en poblaciones.

El desarrollo de técnicas inmunoldgicas que permitieran hallar con
exactitud la concentracién de moléculas de pseudocolinesterasa abriria la
puerta de la deteccién, en heterocigotos, del alelo silencioso.

HETEROGENEIDAD DEL FENOTIPO SILENCIOSO

Recientemente se han descrito casos de individuos en los que el suero
no mostraba actividad pseudocolinesterisica pero daba reaccién cruzada
con anticuerpos contra la pseudocolinesterasa usual (Goedde y Atland,
1968). El empleo de tioésteres de colina como sustrato, lo que aumenta
la potencia del método de analisis de actividad esterdsica, ha permitido
demostrar que estos individuos conservan entre el 1 y 2% de la actividad
pseudocolinesterisica normal (Scott, 1970).

El suero de estos individuos “casi silenciosos” neutraliza los anticuer-
pos contra la pseudocolinesterasa usual en la misma medida que el suero
de los individuos normales.

La electroforesis del suero de estos individuos permite detectar una
tnica y muy débil banda de actividad pseudocolinesterasica. Esto no quie-
re decir necesariamente que la proteina del suero de estos individuos
no sea capaz de polimerizar. Posiblemente lo tnico que quiere decir ese
resultado es que las otras bandas se hallan por debajo de la capacidad
de deteccion del método de analisis de la actividad enzimitica. Esta
propuesta nuestra es tanto mas légica cuanto que la movilidad de la tnica
banda que presenta el suero de estos individuos es menor que la del com-
ponente C, de los sueros activos, debiendo, la banda Gnica, ser equivalente
al componente C, de los sueros activos.

El fenémeno de estos individuos presumiblemente se debe a un
nuevo alelo del gen E, (Gutsche et al, 1967; Goedde y Atland, 1968). Este
alelo, que seria diferente del E.°, codificaria una proteina anormal que
ha perdido casi por completo su actividad enzimatica pero conserva, total
o parcialmente sus propiedades inmunoldgicas (Rubinstein et al, 1970),

El nuevo alelo no alteraria la capacidad de polimerizar ni 13 concentra-
cion en suero de su producto. Esta Gltima afirmacién no tiene ningin
apoyo experimental pero mno contradice ningin dato empirico y mnos
alrevemos a lanzarla a modo de hipétesis de trabajo.

Se han descrito otros casos de individuos cuyo suero conserva una
débil actividad colinesterasica y, sin embargo, no da reaccién cruzada
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con anticuerpos contra la enzima normal. Este resultado sélo podria sor-
prendernos si olvidéramos que en los glébulos rojos hay acetilcolineste-
rasa. No es imposible que un pequefio niimero de moléculas de acetil-
colinesterasa alcance el suero durante el proceso de extraccién de la san-
gre. Dichas moléculas serian las responsables del resultado mencionado,

OTROS ALELOS DEL GEN E,

Aungue los cuatro alelos discutidos son los mas frecuentes, algunos
fenotipos no atribuibles a ellos se han descrito ocasionalmente (Lehman
et al, 1960). Por ejemplo, los estudios de inhibicidn y activacién de las
pseudocolinesterasas con alquil-alcoholes han permitido definir un nimero
de alcohol, concretamente de n-butanol, con el que Whittaker dice haber
identificado una nueva y rarisima variante de pseudocolinesterasa.

Otros autores {(Lehman et al, 1960; Whittaker, 1968), han descrito
sueros en los que nuevas bandas de actividad pseudocolinesterisica
aparecian tras la electroforesis. Desgraciadamente en ningiin caso se rea-
lizé un anlisis del modo de herencia de esos fenotipos nuevos.

De particular interés fue el descubrimiento de nuevos alelos del gen E,
que afectan a la concentracién de pseudocolinesterasa en suero mas que
a la clase de enzima sintetizada (Yoshida y Motulsky, 1969).

EL FENOTIPO CYNTHIANA

Entre los casos de variacién cuantitativa genéticamente controlada de
la pseudocolinesterasa, el mejor conocido es el llamado fenctipo Cynthia-
" na. Se ha identificado en una Gnica familia, proveniente de dicha locali-
dad. El probando tiene una actividad mis de tres veces mayor de lo
normal. Sin embargo, las caracteristicas de resistencia a distintos inhibido-
res y de afinidad por diferentes sustratos son normales. En consecuencia,
lo mas probabie es que se trate de un individuo que sintetiza una enzima
normal pero que alcanza una concentracién en suero mayor de la normal.
Como era de esperar este individuo es mas resistente a la anestesia por
suxametonio que los individuos normales.

Se ignora si el nuevo fenotipo se debe a una nueva variante alélica
del gen E, 0 a un nuevo gen. Desgraciadamente, se sabe muy poco sobre
los mecanismos de control de la sintesis de proteinas en organismos eu-
cariontes y, en particular, en mamiferos. Cabria especular con la posibi-
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lidad de que la mutacién responsable del fenotipo Cynthiana afecte a un
gen regulador, parecido a los que forman el operén bacteriano.

HETEROGENEIDAD GENETICA DE LOS INDIVIDUOS
NORMALES

Si, ademas de la clase de pseudocolinesterasa que un individuo sin-
tetiza, la cantidad de enzima sintetizada por cada individuo se halla con-
trolada genéticamente, cabria admiticr que la amplia variabilidad de la
actividad pseudocolinesterdsica presente en los individuos normales, es
decir, en los individuos de genotipo E,Y E\Y E,~ E,~, se deben, al menos en
parte, a diferencias genéticas que han pasado, hasta el momento, desa-
percibidas.

Las pruebas experimentales pertinentes son contradictorias. Mientras
que algunos autores no han encontrado una determinacién genética de las
diferencias de actividad pseudocolinesterisica en individuos normales,
otros autores encontraron pruebas a favor de dicha determinacién gené-
tica (Simpson y Kalow, 1963). En ambos casos los autores estudiaron la
correlaciéon de actividades pseudocolinesterasas en hermanos v la com-
pararon con la de la poblacion en general.

Otros estudios demuestran que la actividad pseudocolinesterasica no
fluctia mucho en funcién de la edad sino que se mantiene notablemente
constante en cada individuo, lo que apoyaria la idea de que las diferencias
entre individuos tienen un componente genético,

En nuestra opinién, los resultados anteriores no indican, en absoluto,
que existan alelos desconocidos del gen E,, (alelos gue actualmente cla-
sificariamos como E,Y) que regulen la cantidad de pseudocolinesterasa
sintetizada por cada individuo. Atin suponiendo que hubiera una compo-
nente genética en las diferencias de actividad pseudocolinesterisica en los
individuos normales no habria que olvidar que debe haber numerosos
genes distintos del E, que afecten a la capacidad hepatica y, en conse-
cuencia, a la cantidad global de pseudocolinesterasa sintetizada, Dicho
en términos genéticos mds tradicionales: que probablemente la pseudo-
colinesterasa no sea una excepcion a la regla de que junto a los genes prin-
cipales que determinan un caracter, existen numerosos genes modificado-
res, no directamente relacionados con dicho caricter, pero que, en pe-
quefia medida cada uno, le afectan de algtin modo. Esa constelacién de
genes menores seria responsable del componente genético de las diferen-
cias de actividad pseudocolinesterasica entre individuos normales.

Mis atractiva nos parece la hipétesis de que existan alelos del
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gen E, que determinen enzimas cualitativamente distintos de la normal
pero que tengan. las mismas propiedades de resistencia frente a los inhi-
bidores utilizados hasta ahora. Estos alelos ocultos podrian ser los res-
ponsables de ese 50% de individuos hipersensibles al suxametonio y que,
hasta ahora, se considera que tienen normal la pseuadocolinesterasa.

LIGAMIENTO AL GEN DE LA TRANSFERRINA

El estudio de los drboles genealégicos de seis familias en las que dis-
tintos alelos del gen E, y del Tf se hallaban segregando, ha permitido
demostrar que ambos genes se hallan ligados, siendo la fraccién de re-
combinacién entre ellos posiblemente menor de 0,2 (Robson et al, 1966).

Puesto que en una de las seis familias estudiadas los genes se com-
portaron como independientes, se necesitan mas estudios para confirmar
el ligamiento entre el gen de la pseudocolinesterasa y el de la transferrina.

EL GEN E.

La electroforesis unidimensional del suero humano, en gel de almidén
a un pH préximo a 5, no conduce a los mismos resultados que la realizada
a pH proxima a 8,7: en vez de las cuatro bandas de actividad pseudo-
colinesterasica detectables a pH = 8,7 en la mayoria de los individuos
portadores de al menos una copia de un alelo activo cualesquiera del
gen E, sélo una banda de actividad pseudocolinesterisica es detectable
a pH = 5 en la mayoria de los individuos. En una minoria de los indi-
viduos, entre un 4 y un 9 % de ellos, segin la poblacién europea de que se
trate, aparece, sin embargo, una segunda banda que viaja hacia el dnodo
mas lentamente que la banda comin a todos los individuos (fig. 5). En
consecuencia, cuando la electroforesis se realiza a un pH cercano a 5,
todos los individuos, salve los homocigotos silenciosos, pueden clasificarse
en dos grupos: los que exhiben una banda de actividad pseudocolinesteri-
sica y los que exhiben dos bandas, una de ellas equivalente a la de la
primera clase de individuos.

La electroforesis bidimensional del suero (Harris et al, 1962), primero
en papel de filtro y luego en almidén, cambiando el pH de una a otra,
permite visualizar cuatro o cinco bandas de actividad pseudocolinesters-
sica segiin que los individuos pertenecieran respectivamente a la primera
o a la segunda clase (fig. 7). Esto indica que la segunda banda detectable
en una mineria de individuos cuando la electroforesis se realiza a pH alre-
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dedor de 5 es diferente de las cuatro bandas normalmente observables
a pH alrededor de 9. Esta banda adicional de actividad pseudocolines-
terdsica ha sido denominada componente C..

La banda C; puede .observarse conjuntamente con las otras cuatro
cuando la efectroforesis unidimensional del suero de los individuos apro-
piados se realiza a pH bdsico en gel de poliacrilamida (Tortolero v Me-
dina, 1976). Con nuestra técnica, los individuos que no son homocigotos
para el alelo silencioso se clasifican en dos grupos: los que exhiben
cuatro bandas de actividad pseudocolinesterasica y los que exhiben cinco.
Este resultado confirma el caracter independiente del componente C,
(fig. 8).

Los estudios familiares demostraron que el componente C; se halla
bajo control genético. En la mayoria de las familias estudiadas €] ca-
ricter C,* (presencia del componente C; en €l suero) se comporté como
debido a un gen autosémico dominante (Robson y Harris, 1966).

Se pudo demostrar, ademds, que dicho gen segrega independiente-
mente de los alelos del gen E, (Harris et al, 1963), Por ejemplo, en dos
familias en las que uno de los progenitores tenia un nmimero de dibucaina
normal y carecia del componente C, y €l otro tenia un nimero de di-
bucaina intermedio entre el caracteristico de los individuos normales
y el de los hipersensibles al suxametonio y que presentaba el componen-
te C, (Harris et al, 1963; Robson y Harris, 1966), aparecieron unos descen-
dientes con las combinaciones parentales de caracteres (ndtmere de dibu-
caina normal-C,—, ntimero de dibucaina intermedio-C;*; ntmero de di-
bucaina intermedio-C,*) y otros con los caracteres parentales mezclados
(nimero de dibucaina normal-C;*, nimero de dibucaina intermedio-C,~).
Estos descendientes fenotfpicamente recombinantes constituyen una prue-
ba a favor de que el cardcter se halla controlado por un gen diferente del
E.. El nuevo gen fue denominado E. (Haris et al, 1963).

Se piensa que existen dos alelos del gen E,. llamados respectivamente
E.* y E;~. El alelo E,* es dominante sobre el E.—. Los individuos homoci-
gotos recesivos, es decir los E;~ E,~, carecen de componente C;, stendo
de fenotipo C,~; los heterocigotos y homocigotos dominantes, de genotipo
E:~ E.* y E.+ E,* respectivamente, muestran componente C,, siendo de
fenotipo C;+.

Aungue en la mayor parte de las familias estudiadas los resultados apo-
yan la explicacién anterior, se han encontrado, reiteradamente, familias
en las que los dos progenitores carecen de componente C;, es decir son de
fenotipo C; ™, y, sin embargo, al menos uno de sus hijos es de fenotipo C;*.
Estos arboles genealogicos se hallan en clara contradiccién con la idea de
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que €l cardcter C;+ sigue una herencia autosdmica dominante, En efecto,
todo individuo C,~ deberia ser de genotipo E,~ E,” y, en consecuencia,
a partir de dos individuos C,~ nunca deberia aparecer uno C,+.

Se desconoce la explicacion de esas anomalias, Cabe pensar en varias
posibilidades. La mas obvia es la no correspondencia entre la paternidad
bioldgica y la legal. La mayor parte de los trabajos en los que se describen
familias anémalas no mencionan si se ha investigado o no la autenticidad
de la paternidad aparente. Otra explicacién, ésta de naturaleza genética,
seria suponer que no todos los individuos portadores del alelo E.+ desa-
rrollan el fenotipo C,+, es decir, que la penetracién del gen E. seria in-
completa. A su vez esta explicacion necesitaria una interpretacién en tér-
minos moleculares, interpretacion de la que hoy carecemos,

Los individuos C.+ tienen, por término medio, un incremento de un
25% en la actividad pseudocolinesterasica sérica. En consecuencia, de-
berian ser menos sensibles de lo normal al suxametonio. No obstante, la
distribucién de las actividades pseudocolinesterdsicas séricas en indivi-
duos C,+ y C,~ solapan ampliamente. Asi, en los cuatro casos estudiados
por nosotros no hemos encontrado dicho ineremento de actividad,

La distribucién de nameros de dibucaina v de fluoruro no es suficiente
en los individuos C.+ y en los C.—. Este resultado es sorprendente por
cuanto cabria esperar que el componente C; tuviera un comportamiento
propio frente a los inhibidores y, por eso, cabria esperar que alterara dichos
nimeros en los individuos apropiados,

El que ambas distribuciones coincidan se debe, al parecer, a que
las caracteristicas de resistencia a la inhibicién por fluoruro y por dibucaina
del componente C; se hallan determinadas por el gen E,.

INTERACCION ENTRE EL GEN E, Y EL E;

Los estudios de resistencia a la inhibicién por dibucaina del compo-
nente C; demostraron que en los individuos E,Y E,Y, el componente C,
es tan inhibible como el C., mientras que en los individuos E,Y E;* €l
componente C. es parcialmente resistente a la inhibicién por dibucaina,
al igual que lo es el componente C, de esos individuos {Harris et al, 1963).

Se sabe que €l componente C, de los heterocigotos E,Y E" es parcial-
mente resistente a la dibucaina porque, debido a la similitud de movili-
dades electroforéticas entre las enzimas usual y atipica, consta de una
mezcla de moléculas normales y atipicas, éstas resistentes a la dibucaina,
Cabria pensar si no ocurre lo mismo con el componente C;, es decir, si
no sera que el componente C; contiene el polipéptido codificado por el
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gen E, y, ademas, otro codificado por el gen E.. Esta hipdtesis ha sido
llevada al limite por algunos autores, quienes piensan que el componente
C; es simplemente la pseudocolinesterasa codificada por el gen E, al cual
se ha unido otra proteina, de funcién desconocida, determinada genética-
mente, y que, en principio, no tendria nada que ver con la pseudocolines-
terasa.

La hipdtesis de que el polipéptido activo del componente C. es el
codificado por el gen E, cuenta con algunas pruebas indirectas a su favor,
Aparte de que las caracteristicas de resistencia a inhibidores del compo-
nente C, coinciden con las del componente C. en cada individuo investi-
gado, nosotros hemos demostrado que ambos componentes, C, y C;, no
son separables por cromatografia en columna de Sephadex G-200, por
lo que deben tener pesos moleculares semejantes, y, que la cinética de acti-
vidad enzimditica de los sueros C;+ y C;~ no es diferente; Sin embargo, si
se confirmara que los sueros C.+ tienen, realmente, mas actividad, por
término medio, que los C,, la hipotesis anterior, en su forma mas sen-
cilla, seria insostenible,

b

Se ha investigado la frecuencia de aparicion del componente C.+ en
sueros de individuos E\V E\V, EV E;* y E;* E* respectivamente, No se ha
encontrado ningun individuo C;+ entre los E;* E,* (Robson y Harris, 1966),
lo que sugiere que la presencia de un alelo E,Y es necesaria para el desa-
rrollo del caricter C.+.

Nosotros queremos recalcar que esta ultima hipotesis permite explicar
unitariamente todas las anomalias hasta ahora misteriosas del modo de
herencia del componente C;. En efecto, si el componente C; sdlo pudiera
presentarse en individuos con al menos un alelo E\Y, podria explicarse el
que a partir de dos individuos C,~ naciese uno C;+; bastaria para ello que
el portador del alelo E;* careciera del alelo E,\Y, que, sin embargo, en el
hijo seria aportado por el otro progenitor. También seria explicable que,
por término medio, la actividad de los individuos C.,+ fuera un 25 % mas
alta: el incremento de actividad se deberia a la mayor actividad que,
por término medio, tiene la enzima usual sobre las normales. El feno-
meno de la resistencia parcial a dibucaina del componente C; de los indivi-
duos E,” E* sélo podrian explicarse admitiendo que en los heterocigotos
E\Y E? se forman moléculas hibridas C,, unas de cuyas subunidades son
usuales y las otras atipicas y que €l componente C, deriva de dichas mo-
léculas hibridas.

Se ignora si la epistasia del gen E, sobre el E. es un fenémeno rezl o es
una apariencia provocada por el pequefio nimero de individuos E E/
analizados. La hipdtesis de la formacién de moléculas hibridas en los
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heterocigotos E,Y E; no ha sido comprobada empiricamente pero no
parece inverosimil.

OTROS ALELOS DEL GEN E;,

Aunque la genética del componeute C, aun no se entiende bien, algu-
nos autores dicen haber encontrado variantes hereditarias de dicho com-
ponente. Generalmente, estas variantes suelen consistir en nuevas bandas
de actividad pseudocolinesterasica, llamadas C,, C,, etc., por sus descu-
bridores y que emigran més lentamente hacia el inodo gue el compo-
nente C, (Van Los y Druct, 1966). As{, Neitlich (1966) descubrié una va-
riante con tres veces mds de actividad de lo normal y extremadamente
sensible a la inhibicién por DFP lo que indicaria un nimero normal de
moléculas en el suero. Los mumeros de dibucaina y fluoruro eran nor-
males. Se detectd una banda mas lenta que el componente C,. La herencia
parecia autosémica dominante.

LA PSEUDOCOLINESTERASA Y LAS ENFERMEDADES

Las enfermedades que daiian a las células hepéticas suelen rebajar la
concentracion de pseudocolinesterasa en suero va que la enzima sérica se
sintetiza en el higado. Sin embargo, tal reduccién no se presenta en los
casos de obstruccién biliar si no hay dafo secundario a las células hepi-
ticas, por lo que el nivel de actividad pseudocolinesterasica en suero se
ha utilizado como ayuda en el diagnéstico diferencial de la ictericia (Hunt
v Lehman, 1960). ‘

El nivel de actividad pseudocolinesterdsica en suero también se en-
cuentra reducido en estados tales como la malnutricién, el envenena-
miento por compuestos organofosforados y si hay uremia (Waterlow, 1950).

Algunas enfermedades incrementan el nivel de actividad enzimitica.
Entre ellas cabe senalar la tirotoxicosis, la nefrosis (Kunkel y Ward, 1947),
la esquizofrenia, la obesidad (Berry et al, 1954) y los trastornos emocio-
nales agudos (Rose et al, 1965). También la hipertensién suele ir acompa-
iiada de un incremento de la actividad pseudocolinesterisica,

Las variaciones hereditarias de la pseudocolinesterasa no han sido
relacionadas con estado patologico alguno. Ni siquiera, la amenzimia
total para ser perjudicial en ausencia de suxametonio. Se ha encontrado
una mayor incidencia del componente C, en pacientes de mielomatosis
que en la poblacién general (Gallango y Arends, 1969). Como hemos
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puesto de manifiesto en esta revision, la importancia farmacogenética de la
pseudocolinesterasa es obvia, Por el momento, sin embargo, s6lo se ha
estudiado su relacién con el metabolismo del suxametonio, cuando es
obvio que también el acetilsalicilato, y otros ésteres, deben ser hidrolizados
en el suero por esta enzima (La Du, 1971). Convendria no olvidar que
no en todos los casos de sensibilidad al suxametonio se ha podido demos-
trar una anormalidad en la pseudocolinesterasa, Asi, en los tres estudios
realizados hasta ahora (Lehman y Liddell, 1969; Kalow, 1965; Thompson
y Whittaker, 1966), el 37 % de los individuos sensibles eran de genotipos
EVE\" vy el 10 % de genotipo E,\Y E2.

CAMBIOS DURANTE EL DESARROLLO

En el suero de fetos y de recién nacidos se ha encontrado una banda
adicional que emigra hacia el dnodo mas lentamente que el componente
C. (Harris et al, 1962), Dicha banda adicional desaparece después del
nacimiento. Posiblemente consista en moléculas de pseudocolinesterasa
que no tienen aftn todos los restos de acido sidlico. Algo similar se ha
encontrado en el caso de la transferrina.

La actividad pseudocolinesterasica decrece con la edad, una vez al-
canzado el periodo adulto (Kalow y Gunn, 1959). No parece que haya
diferencias en la actividad pseudocolinesterdsica media de hombres y mu-
jeres si se corrigen las medidas para factores como el peso, la edad y he-
matocrito (Simpson, 1966).

LA PSEUDOCOLINESTERASA EN LAS POBLACIONES

Las técnicas empleadas en muchos estudios sobre la frecuencia de los
diferentes alelos de los genes E, v E: en poblaciones determinadas no
permiten detectar el alelo E,' ni el E,". Observemos las conseduencias que
ello puede tener. Supongamos, a modo de ejemplo, que en una poblacién
hipotética, que esti en equilibrio para los genes E; y E,, las frecuencias
reales de los alelos E\Y, E? y E’ son 0,5; 0,3 y 0,2 respectivamente. Si la
poblacién tiene 1.000 individuos habra 250 normales, 90 atipicos y 40 re-
sistentes a fluoruro que considerariamos normales, el resto serfan hetero-
cigotos. Entre los heterocigotos, aproximadamente 300 serian E,V E* y los
detectariamos como tales, pero los 200 heterocigotos E,Y E/* los considera-
riamos homocigotos normales y los 120 E;* E/ atipicos. Erréneamente
pensariamos que la poblacién se compone de 490 homocigotos normales
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210 atipicos y 300 heterocigotos. Concluiriamos que las frecuencias de los
alelos E.Y y E?* son respectivamente 0,64 y 0,36 y que los ntimeros espe-
rados para el equilibrio de homocigotos, normales, atipicos y heterocigotos
son, respectivamente, 410, 128 y 462. Posiblemente llegariamos a la equivo-
cada conclusion de que la poblacién no estd en equilibrio porque tiene
menos heterocigotos de lo esperado.

Evidentemente, en este ejemplo hemos puesto una exagerada frecuen-
cia de alelos anormales. Convine, sin embargo, recordar que no hay por
qué suponer que en todas las poblaciones nuevas que se estudian las fre-
cuencias de los alelos van a ser parecidas a las de las ya conocidas. De
hecho, en algunas poblaciones de esquimales la frecuencia del alelo silen-
cioso puede llegar a ser mayor de 0,2.

El alelo E/ puede ser detectado en homo y en heteroc:gosm si se adop-
tan las técnicas apropiadas. Si no se adopta.n su presencia pasard total-
mente desapercibida puesto que ni siquiera en homocigosis lo detec-
taremos. En cambio, el alelo E,* no puede ser detectado en heterocigosis
puesto que es totalmente recesivo, pero los homocigotos son siempre ficil-
mente detectables porque carecen de actividad pseudocolinesterisica.

En el caso de los alelos E,* v E;~ no se pueden averiguar directamente
las frecuencias alélicas por ignorarse las proporciones de heterocigotos
portadores. Se pueden obtener una estimacién de dichas frecuencias igua-
lindola a la raiz cuadrada de la proporcion de homocigotos correspon-
diente. Dicha estimacién sélo sera valida si la poblacién realmente esta
en equilibrio para los penes E; y E.,. Hasta ahora no se ha encontrado
ninguna poblacién en desequilibrio para los genes E, y E. (Steegmiiller,
1975).

En las poblaciones europeas, la frecuencia del alelo E?* es proxima
a 0,02 (Kalow v Gunn, 1958; Kattamis et al, 1962). La frecuencia de dicho
alelo parece ser mds baja entre los negros (Morrow y Motulsky, 1965).
No se ha encoutrado dicho alelo en tres poblaciones de indios sudamerica-
nos estudiadas (Arends et al, 1967; Tashian et al, 1967), ni entre los pig-
meos (Motulsky y Morrow, 1968) tanto entre los Tturi como entre los Ba-
binga. La frecuencia del alelo E\* también parece muy baja entre los
japoneses (Omoto y Goelde, 1965). En los esquimales estudiados no se ha
detectado su presencia. En conjunto, son las poblaciones caucasoides las
que mayor frecuencia presentan del alelo E* (tabla V).

La frecuencia del alelo E,! es muy baja, del orden de 10~ en casi
todas las poblaciones estudiadas (L.ehman y Liddell, 1969). La frecuencia
del alelo E," es alin mas pequena, salvo entre los esquimales, entre los
que la frecuencia del alelo silencioso oscila entre 0,07 y 0,22, segin las
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aldeas (Gutsche et al, 1967). Este resultado es el mas interesante de los
obtenidos hasta ahora en los estudios sobre la genética de poblaciones de
la pseudocolinesterasa (Scott, 1973). Tablas VI y VII). 4
La icidencia del caricter C+, (Steegmiiller, 1975) oscila alrededor
del 5 % en las poblaciones europeas y del 2 % o menos en las de negros
estudiados. Como se ve, los negroides parecen menos polimdrficos que
los caucasoides para todos los alelos de los genes E, y E. (tabla VIII).
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TABLA V

Frecuencia del alelo atipico en algunas de las poblaciones estudiadas

Poblacion Ntm. de individuos Frecuenecia alélica

Alemanes -8.314 0,0162
Franceses 1522 0,0187
Ingleses 703 0,0192
Griegos 561 0,0143
Yugoslavos 248 0,0141
Portugueses 179 0,0168
Canadienses 2.017 0,0188
Judios 923 0,0168
Arabes 110 0,0091
Pakistanies 121 0,0124
‘Hinddes (Bengal) 139 0,0000
Japonesses 371 0,0000
Coreanos 140 0,0000
Filipinos 427 0,0023
Chinos (Formosa) 340 0,0015
Congolefios 385 0,0009
Negros americanos 666 0,0053
Nigerianos 33 0,0000
Esquimales 379 0,0000
Indios (Méjico) 377 0,0093
Indios (Xavante) 285 0,0000
Indios (Sudamérica) 291 00,0000
Pigmeos Ituri 125 0,0000
Pigmeos Babinga 300 0,0000
Lapones 890 0,0146
Australianos 98 0,0050
Espaiioles
Castellanos 159 0,0094
Andaluces 123 0,0040
Gallegos 143 0,0279
Vascos 224 0,0312

Segin Steegmiiller, 1975.
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TABLA VI

Frecuencia del alelo resistente a FNa en algunas de las
poblaciones estudiadas,

Poblrcién Ndm. de individuos Frecuencia alélica
Alemanes 280 0,0071
Bulgaros : 108 : 0,0046
Griegos 218 0,0161
Judios 4,196 0,0004
Punjabis 202 0,1287
Hindtes (Bengal) 139 0,0036
Pakistanies _ 121 0,0000
Nigerianos 33 0,0000
Japoneses 100 0,0100
Coreanos 115 0,0000

Se gﬁﬁ Steegmiiller, 1975.

TABLA VII

Frecuencia del alelo silencioso entre judios y esquimales.

Poblacién Nam. de individuos Frecuencia alélica
Judios 1.106 ‘ 0,0009
Esquimales

Marshall 77 0,1039
St. Mary’s 151 0,1689
Emmonak 242 0,2231

Seglin Steegmiiller, 1975,
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TABLA VIII
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Frecuencia del fenotipo C+; en algunas de las poblaciones estudiadas.

Poblaci6n N.° de individuos Fraecuencia fenotipica
Alemanes 586 10,1
Ingleses 1.941 9,7
Polacos 445 - 6,0
Checoslovacos 312 11,0
Bilgaros 109 8.2
Griegos A 138 9,0
Griegos B 100 29,0
Canadienses 163 49
Judios 64 0,0
Punjabis 284 8,1
Indios (Bengal) 550 3,6
Finlandeses a17 35
Nigerianos : 68 29
Negros (Senegal) 224 2,2
Angolefios 303 13
Mozambiquerios 331 1,3
Coreanos 47 2,1
Australianos 98 0,0
Indios Xavante 285 0,0
Indios Motilou 70 1,4
Esquimales
Marshall 77 0,0
St. Mary’s 151 1,3
Emmonak 242 128
Espaifioles
Castellanos 159 88
Andaluces 124 6,5
Gallegos 143 99
Vascos 224 11,1

Datos de Steegmiiller, 1975,
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MECANISMOS EVOLUTIVOS DEL POLIMORFISMO

Se desconoce si alguno de los alelos de la pseudocolinesterasa tiene
alguna ventaja selectiva sobre alghin otro en alguna de las poblaciones
estudiadas, Se ha sugerido que los alelos distintos del E\Y serfan desven-
tajosos en las poblaciones malutridas debido a que, por bajar la malnu-
tricion el nivel de actividad pseudocolinesterasica, colocaria a los indivi-
duos en una situacién de préactica anenzimia funcional. No obstante, en
las poblaciones actuales los individuos carentes de actividad pseudoco-
linesterasica parecen perfectamente viables.

Si no hay ninguna diferencia selectiva entre los diferentes alelos, los
polimorfismos se habrian establecido por mutacién y deriva. La deriva ge-
nética es la variacién aleatoria, en el curso de las generaciones, de las
frecuencias alélicas en genes carentes de significado selectivo en pobla-
ciones pequeiias, Hace sélo unos pocos miles de afios casi todas las po-
blaciones humanas eran suficientemente poco numerosas para gque el
efecto de la deriva fuera importante, El posterior crecimiento numérico de
algunas de dichas poblaciones ha podido “congelar” los poliformismos
ocasionados inicialmente por la deriva, Algunos datos parecen apoyar
la idea de que, efectivamente, el poliformismo de la pseudocolinesterasa
es, en términos evolutives, tan sélo “ruido”. Asi, la incidencia del compo-
nente C; en dos pequeiias poblaciones griegas muy proximas entre si y, por
tanto, presumiblemente sometidas a las mismas presiones de seleccion,
se estimd en 0,09 en una de ellas y en 0,29 en la otra (Robson y Harris,
1966). Ademis, si existieran diferencias selectivas entre unos alelos y
otros deberian ser a favor de determinados alelos en unas poblaciones v
en su contra en otras,

Los autores que tienen una visién teleologica de la evolucién no suelen
hacer jugar un papel importante al azar en €lla, e insisten en que el orga-
nismo humano no sintetizaria una macromolécula como la pseudocoli-
nesterasa si no tuviera una funcién definida v, en consecuencia, deducen
que los cambios hereditarios en ella tienen “a fortiori” significado se-
lectivo,

VARIACION CONTINUA DE LA ACTIVIDAD
PESEUDOCOLINESTERASICA

Si un caracter se halla gobernado por varios genes, el niimero total de
genotipos diferentes relacionados con dicho caricter que pueden existir
en una poblacién es el producto del nimero de genotipos posibles en cada
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uno de sus genes. E]l nmiimero de genotipos posibles en cada gen depende
del nimero de alelos que segregan en dicho gen. Si el namerc de alelos de
un’ gen es n, el nimero de genotipos posibles en ese gen es n (n + 1)

2

La pseudocolinesterasa se halla controlada por dos genes, Simplifican-
do, podemos decir que el ntimero de alelos del gen E, es = 4 v el de los
alelos del gen E. = 2. En consecuencia, el nimero de genotipos diferentes
en el gen E, es 10 y en el E;, 3. El nimero total de genotipos diferentes
relacionados con el rasgo fenotipico “actividad pseudicolinesterasica en
plasma” serd, por tanto, 30. Cada uno de los treinta genotipos produce un
nivel caracteristico de actividad enzimitica v, como los rasgos de varia-
bilidad de la actividad enzimatica y, como los rasgos de variabilidad de la
actividad enzimdtica determinados por distintos genotipos solapan, la
variabilidad fenotipica resultante es continua (Lehman et al, 1958).

Las diferencias de actividad presentes incluso entre individuos geno-
tipicamente similares para los genes E, y E. se deben, al menos en parte,
a causas ambientales, como los factores de nutricién, funcionamiento he-
pético, etc. No se descarta que haya factores genéticos adicionales que
contribuyan a dichas diferencias.

En cualquier caso, la distribucién de actividades pseudocolinestera-
sicas investigadas es siempre continua y claramente unimodal con una
amplia desviacion tipica en torno a la media, si bien algunos pocos indi-
viduos carecen totalmente de actividad y otros la tienen excesivamente
alta.

NOMENCLATURA

La nomenclatura que hemos utilizado en esta revisién fue pripuesta
por Motulsky (1964), Otros autores emplean la nomenclatura de Giedde
y Baitsch (1964) que no emplea el simbolo E, de esterasa, para denominar
los genes, sino el simbolo Ch, de colinesterasa. En esta segunda nomen-
clatura los genes E, y E. son denominados, respectivamente, Ch, y Ch.. Se
reconocen los alelos del gen Ch; siguientes: Ch,® o alelo resistente a di-
bucaina que equivale al alelo E;* de nuestra nomenclatura; Ch," o alelo
resistente a  fluoruro, equivalente al E,* de Ja nuestra; Ch;® o alelo silen-
cioso, equivalente a nuestro E° y Ch,Y o alelo usual, equivalente a nues-
tro E,Y. En el gen Ch. se reconocen dos alelos, Ch,* y Ch;~ equivalentes a
nuestros E.+ v E,—. '
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