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RESUMEN

Fundamento: La anemia falciforme es una enfermedad
genética que se hereda con un patrén autosémico
recesivo. Se presenta asociada con episodios de dolor
agudo y dafios progresivos en diferentes drganos. La
variante alélica BS es la causa mas comun de anemia
falciforme, siendo mas frecuente en los africanos y su
descendencia.

Objetivo: determinar la frecuencia alélica de las
variantes BS y BC en 270 muestras de ADN de fetos
concebidos por parejas con riesgo de tener descendencia
afectada por anemia falciforme.

Métodos: estudio descriptivo, de 270 fetos de parejas
portadoras de los alelos S y/o C, procedentes de
diferentes provincias de Cuba, cuyas muestras fueron
enviadas desde los Centros Provinciales de Genética al
laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de
Genética Médica. Se utilizaron los métodos de PCR-ARMS
y PCR-RFLP para detectar la presencia de los alelos BA,
BS y BC, variables del estudio.

Resultados: se determind que la frecuencia de la
variante alélica BS fue de 0,38, mientras que la variante
alélica BC arrojo una frecuencia de 0,08, lo que coincide
con los resultados encontrados por distintos autores. Se
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diagnosticé la enfermedad en 60 fetos.

Conclusiones: Las madres en cuyos fetos se detectd la
anemia falciforme, recibieron asesoramiento genético en
relacion con el curso de la enfermedad. Ademas, se les
ofrecid la opcidn de terminacién electiva del embarazo, o
en su defecto, la posibilidad de un trato adecuado y
diferencial al nifio desde su nacimiento.
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ABSTRACT

Background: Sickle cell anemia is a genetic disease
that is inherited in an autosomal recessive pattern. It
occurs associated with episodes of acute pain and
progressive damage to various organs. S allelic variant
is the most common cause of sickle cell disease. It is
more common in Africans and their descendants.
Objective: To determine the frequency of allelic
variants S and BC in 270 DNA samples from fetuses
conceived by couples at risk of having children affected
with this hemoglobinopathy.

Methods: A descriptive study was conducted with 270
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fetuses of couples carrying alleles S and / or C, from
different provinces of Cuba, whose samples were sent
from the Provincial Genetics Centers to the Laboratory of
Molecular Biology at the National Center of Medical
Genetics. We used the ARMS-PCR and PCR-RFLP
methods to detect the presence of alleles BA, BS and BC,
the variables of the study.

Results: We found that the frequency of the allele
variant BS was of 0.38 while BC allelic variant showed a
frequency of 0.08, which is consistent with the results
obtained by different authors. Disease was diagnosed in
60 fetuses.

Conclusions: The mothers whose fetuses were
detected with sickle cell disease, received genetic
counseling regarding the disease course. They were also
offered the option of elective pregnancy termination. In
case they did not decide to do it, the possibility of
differential and appropriate treatment to child right from
birth was offered.

Key words: anemia, sickle cell; diagnosis; alleles;
hemoglobinopathies; prenatal diagnosis

Limits: human
INTRODUCCION

La anemia falciforme es una enfermedad genética de
herencia autosdmica recesiva, asociada con episodios de
dolor agudo y danos progresivos en diferentes 6rganos.
M) Fue la primera enfermedad de origen molecular
reportada en el mundo, y en la actualidad es la
hemoglobinopatia mas frecuente, con mas de 250
millones de portadores a nivel mundial. ®

La anemia drepanocitica, como también se le conoce, es
causada por mutaciones puntuales en el gen HBB,
localizado en el brazo corto del cromosoma 11, locus
15.5. La variante alélica BS, originada por una
sustitucion de adenina por timina en el sexto codon del
gen de B globina, es la causa mas comdn de anemia
falciforme, @ resultando la mas frecuente en los
africanos y su descendencia. ® El resultado de esa
sustitucion provoca la aparicion de un residuo de valina
en lugar de acido glutamico, por lo que al ser este un
aminoacido apolar, surge un “parche” hidrofébico en la
superficie de la molécula. Esta alteracion tiene poco
efecto sobre la solubilidad de la hemoglobina S
oxigenada, pero si se reduce significativamente en la
molécula desoxigenada.  Por otra parte, la variante
alélica BC (HbC), es producto de la sustitucion de
guanina por adenina, lo que genera que en el ARNm se
encuentre codificado el aminoacido lisina en lugar de
acido glutdmico. ©® Aunque la frecuencia de esta
mutacion es menor, el nimero de adultos afectados con
la variante alélica BC en doble dosis es casi igual que el
de los adultos SS, debido a que los pacientes con
genotipo CC tienen una supervivencia cercana a la
normal, ya que la anemia hemolitica caracteristica de
esta hemoglobinopatia es ligera. ¢
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En Cuba, la frecuencia de portadores para esta
enfermedad oscila entre el 3 % y el 10 % en las
diferentes regiones, siendo mayor en algunas provincias
orientales como Santiago de Cuba. Desde la década de
los 80 se establecid el Programa de prevencién de
anemia falciforme en el pais, que permite la pesquisa de
todas las gestantes mediante la realizacion de
electroforesis de hemoglobina a la captacion del
embarazo, con el objetivo de identificar las parejas con

riesgo de tener descendencia afectada por esta
hemoglobinopatia y brindarles, como parte del
asesoramiento genético, la opcidon del diagnostico

prenatal de la anemia falciforme. ©

El método de eleccion para la blisqueda de las
mutaciones BS y BC es PCR-ARMS (del inglés:
polymerase chain reaction y amplification refractory
mutation system); aunque todos los posibles genotipos
SS obtenidos por este métodos son confirmados por la
técnica de PCR-RFLP (del inglés: restriction fragment
lenght polymorphism), empleando los cebadores PCO1-
PCO9.

Debido a que la anemia falciforme constituye un
problema de salud a nivel mundial, principalmente en los
paises con ascendencia africana, entre los cuales se
encuentra Cuba, esta investigacion tiene el proposito de
determinar la frecuencia de las mutaciones BS y BC en
los pacientes cubanos estudiados en el afio 2010,
corroborando mediante la técnica PCO1-PCO9 los
potenciales genotipos SS obtenidos por el método de
PCR-ARMS.

METODOS

Se realizd un estudio descriptivo, de una muestra
conformada por 270 fetos de parejas portadoras de los
alelos S y/o C, procedentes de diferentes provincias de
Cuba, cuyas muestras fueron enviadas desde los Centros
Provinciales de Genética al laboratorio de Biologia
Molecular del Centro Nacional de Genética Médica, en el
afo 2010, para el estudio molecular de anemia
falciforme, previo asesoramiento genético vy
consentimiento informado de las gestantes.

Extraccion de ADN a partir de liguido amnidtico

La extraccion de ADN fue realizada por el método de
precipitacion salina, descrito por Miller SA, en 1986, ©a
partir de una muestra de 20mL de liquido amnidtico,
recolectado en un tubo estéril.

Amplificacion de los alelos BA, BS y BC

Las condiciones del método de PCR-ARMS para la
amplificacion de los alelos A, S y C fueron las siguientes:
100 ng de ADN, 1,5 uM de los cebadores GHPCR1,
GHPCR2 (controles internos de amplificacion) y BGP2
(cebador comln para amplificar los alelos BA, BS y BC
disefiados por Wu y col.*?),dNTP a 0,imM, 1X del
tampon correspondiente a la polimerasa utilizada y 1,0
mM de MgCl,, para un volumen final de 25 ml,
completado con 0,85 mM de uno de los cebadores A,
BS y BC, segun el alelo correspondiente a cada tubo de
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reaccion, y 1U de Tag ADN polimerasa por reaccion,
afadida a la mezcla luego del primer ciclo de
desnaturalizacion. La amplificacion se efectué en un
termociclador MJ Research, e incluyé un primer ciclo de
desnaturalizacion de 94°C por 4 minutos, seguido de 29
ciclos de: 1 minutos a 94 °C, 2 minutos a 55 °C y 1
minuto a 72 °C, y una extension final de 5 minutos a
72°C.

Una vez culminado el proceso, se mezclaron los 25ul del
producto de PCR y 5ul de bromofenol azul (BFA) como
frente de corrida, y fueron aplicados en un gel de
agarosa al 2 % tefido con bromuro de etidio. Se utilizd
el tampdén TBE a 0,5X (0,5 M de Tris, 10mM de EDTA,
0,5mM de acido borico) para la corrida electroforética
que se realizd durante 30 minutos a 250 Voltios. Las
bandas obtenidas se visualizaron en un transiluminador
al exponerlas a luz ultravioleta.

Amplificacion del fragmento B-globina por la técnica
PCO1-PCQ9 vy digestidn enzimatica.

Las condiciones utilizadas en este método fueron las
siguientes: 100ng de ADN, 1U de Taq ADN polimerasa
por reaccion, 1X del tampoén de la enzima, 0,75 uM de
los cebadores PCO1 y PCO9, dNTP a 0,2 mM, MgCL; a
1,5 mM en un volumen final de 50ul. Las condiciones del
PCR fueron 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de 45
segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C, 45 segundos a
72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C en un
termociclador MJ Research. La digestién enzimatica se
efectud en un volumen final de 25uL, que contenia 10 U
de la enzima de restriccion Bsu 36.I, 1X del tampdn de
la enzima, 1X de albumina de suero bovino (BSA) y 10uL
del producto amplificado, incubandose a 37°C por 4
horas. Posteriormente se mezcld con 5uL de BFA y se
aplicé en un gel de agarosa al 2 %, siendo sometido a
una corrida electroforética con el tampén de corrida TBE
0,5X, a 250 Voltios durante 40 minutos. Finalmente, se
visualizaron los fragmentos al exponer el gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio, a luz ultravioleta.

Analisis estadistico

Para el cdlculo de la frecuencia génica se utilizd una
formula derivada de la Ley de Hardy-Weinberg, donde F
representa la frecuencia alélica, p el alelo objeto de
estudio y g cualquier otro alelo presente en la muestra:

F= 2(pp) +1 (pq]
2T

RESULTADOS

En el afo 2010 fueron detectadas 4972 gestantes
portadoras de la variante alélica BS y/o la BC en estado
heterocigodtico, heterocigético compuesto u homocigético
(Figura 1), mediante el programa nacional de deteccion
de portadoras de anemia falciforme. Ademas se
estudiaron 4622 esposos de esas gestantes, e
identificados 312 con riesgo de tener un nifio con
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anemia falciforme. Un total de 270 parejas aceptaron la
opcién de diagndstico prenatal molecular, lo que
representd un 86,5% de las parejas de riesgo
estudiadas.
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Figura 1. Gestantes portadoras de la variante alélica BS y/o pC

De los 47 fetos examinados, nueve resultaron ser en
realidad heterocigotos para el alelo S (AS), lo que arrojo
una exactitud del 80,8 % del método de PCR-ARMS al
discriminar los genotipos AS de los SS.

De las muestras estudiadas, 210 presentaron el alelo BA,
de los cuales 83 lo mostraron en estado homocigético y
127 heterocigético, lo que arrojdé una frecuencia alélica
de 0,54 para este alelo. Por otra parte, el alelo BS fue
hallado en 164 muestras de los fetos estudiados, siendo
38 de ellos homocigoticos para esa mutacion, 21
heterocigdticos compuestos y 105 heterocigdticos, con
una frecuencia alélica de 0,38 en la poblacién estudiada.
El alelo BC se encontrd en 44 fetos, de los cuales solo 1
resultd ser homocigdtico para esta mutacion, 21
heterocigéticos compuestos y 22 heterocigéticos,
proporcionando una frecuencia alélica de 0,08 para el
alelo BC. (Figura 2).

A las 60 gestantes que se les detectd un feto afectado
con anemia falciforme, se les brindd asesoramiento
genético; de ellas, 45 optaron por la interrupcion de la
gestacion.

DISCUSION

Los 270 fetos fueron estudiados por el método de PCR-
ARMS, mientras que por la técnica conocida por PCO1-
PCO9, se amplificd un fragmento del gen B-globina
correspondiendo a una talla de 687pb, en los 47 fetos
con posible genotipo SS obtenido mediante el método
anterior, debido a que en ocasiones no amplifica el alelo
A por este procedimiento a pesar de estar presente en
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Frecuencia alélica
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Figura 2. Frecuencia alélica de las variantes pa, BS y pC

su genoma, aparentando un genotipo SS. Esta técnica
de PCR-RFLP convencional solo requiere una reaccion
por muestra, por lo que con respecto al ADN necesario
para su realizacién, aventaja a la técnica anteriormente
expuesta, la cual utiliza entre dos y tres veces mayor
cantidad de material bioldgico.

La técnica de PCR-ARMS, ha constituido una ventaja
desde el punto de vista social y econdmico para el
sistema nacional de salud y para la poblacién cubana,
pues permite un ahorro significativo de divisas al pais
(1,10 dodlares por muestra) al no utilizar métodos que
requieren enzimas de restriccion, ademas de favorecer la
obtencion de resultados con mayor brevedad. En el
periodo analizado, ha posibilitado la realizacion del 82,5
% de los diagndsticos prenatales de anemia falciforme.

Sin embargo, este método presenta como desventaja la
existencia, en ocasiones, del fendmeno de
enmascaramiento en la amplificacion diferencial del alelo
A, por lo que resulta necesario comprobar los resultados
en los casos con posible genotipo SS con la técnica PCO1
-PCO9, en la que se digiere, luego de la amplificacion de
la region de interés, con la enzima de restriccién Bsu36
I, para discriminar entre la presencia del alelo S y los
alelos A o C. Por otra parte, concordando con los
resultados encontrados en otras poblaciones, Ila
frecuencia alélica del alelo BC en la poblacion cubana es
baja, ¥ ya que en el periodo analizado solo se
diagnosticd un feto homocigdtico para este alelo. El
cuadro clinico de estos pacientes se caracteriza por
molestias abdominales, artralgias, cefaleas,
esplenomegalia en el 90 % de los casos sin afectacion
de la funcién esplénica, y algunos casos pueden
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presentar colelitiasis. El diagnostico de laboratorio indica
la presencia de anemia ligera a moderada, reticulocitos
(entre 3 y 6 %) en sangre periférica, dianocitos y
cristales de hemoglobina C, mientras que Ila
electroforesis de la Hb sefiala que la Hb C y la Hb fetal
estan ligeramente aumentadas con ausencia de Hb A.
(1) No obstante, los pacientes pueden llevar una vida
relativamente normal.

En la poblacion estudiada, el genotipo SC resultd ser
menos frecuente que el genotipo SS, lo que guarda
relaciéon con el comportamiento del alelo BC en la
poblacién cubana anteriormente descrita. 2 El cuadro
clinico de estos pacientes es algo menos severo que el
de la hemoglobinopatia SS; presentan esplenomegalia
moderada que puede persistir en la vida adulta con
alteracion de su funcién e infecciones. Se han descrito
tres complicaciones fundamentales: retinopatia
proliferativa, necrosis aséptica de la cabeza del fémur y
sindrome toréacico agudo. ¥

Es relevante el nimero de portadoras identificadas en
las provincias de La Habana y Santiago de Cuba,
territorios donde resultd mas elevado con respecto al
resto del pais (Figura 3), lo que coincide con datos que
refieren la presencia de una mayor cantidad de
portadores de anemia falciforme en estas provincias, 2
con una frecuencia y una frecuencia estimada del alelo
BS de 3,04 % y 5,59 %, respectivamente. La alta
frecuencia encontrada en estas zonas esta dada por la
existencia de una gran poblacién de personas de piel
negra, surgida a partir de la trata de esclavos existente
en la época colonial de la isla, asi como a las
migraciones mayormente haitianas hacia la ciudad de
Santiago de Cuba, mientras que los resultados obtenidos
en La Habana se corresponden con la migracion de los
nativos de Santiago de Cuba hacia la capital de la isla, y
con la alta frecuencia de mestizaje que existe, teniendo
en cuenta ademas que estas provincias son de las mas
pobladas de nuestro pais.
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Figura 3. Comportamiento de los genotipos de la anemia falciforme en Cuba
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Por otra parte, las provincias de Ciego de Avila, Sancti
Spiritus, Matanzas y Cienfuegos reportan, las frecuencias
mas bajas de portadores de anemia falciforme, lo cual
pudiera estar en correspondencia con la composicion y el
origen ancestral de su poblacion. (* 1%

Segun los resultados obtenidos en este periodo, han
ocurrido 210 nacimientos correspondientes a nifos
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respecto a su condicibn de portadores de anemia
falciforme. Los 270 diagndsticos prenatales de anemia
falciforme realizados en el afio 2010, muestran que sin
la existencia de este programa nacional de deteccion de
portadoras de anemia falciforme, hubiesen nacido 60
niflos con esta enfermedad sin el conocimiento de sus
padres sobre la existencia de la afeccion, ni la adecuada

preparacion del sistema de salud para brindarles una

portadores de Hb S 6 Hb C, los cuales en un futuro, si ;
atencion temprana y diferencial.

asi lo desean, seran asesorados genéticamente con
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