UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

CARACTERIZACION MOLECULAR DE MUTACIONES EN EL GEN B GLOBINA
EN PACIENTES QUE ASISTEN AL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE
HEMOGLOBINAS ANORMALES, UCV
(Modalidad: Investigacion)

GILBERTO JOSE GOMEZ ORTIZ

TRABAJO DE GRADO PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OPTAR AL TITULO DE LICENCIADO EN BIOLOGIA

CUMANA, 2008



CARACTERIZACION MOLECULAR DE MUTACIONES EN EL GEN B GLOBINA
EN PACIENTES QUE ASISTEN AL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE
HEMOGLOBINAS ANORMALES, UCV

APROBADO POR:

Asesor Académico

Co-Asesor Académico

Asesor Externo




INDICE

DEDICATORIA ..ottt ettt s bbb e b e neanas ii
AGRADECIMIENTOS ... oot e e e nrae e ii
LISTADE TABLAS ..ottt sttt sttt iv
LISTA FIGURAS ...ttt e et e e er e e e ana e e e nteeeeneeeenes Y
RESUMEN ..ottt sttt sttt seene s be e ene e vii
INTRODUGCCION .....oouviiiiitiieieie ettt 1
MATERIALES Y METODOS ...t sesesse s tes st eses s senas s sssnessensssss s 8
ATEA A8 BSEUTIO .....evoece ettt ettt ettt ense e 8
RECOIECCION & MUESIIAS.......eviiieieiiieeiee et 8
Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC-CE) (Tan et al., 1990).........cccccu.... 8
Separacion de globulos blancos mediante centrifugacion en gradiente de densidad
(Mongini y Waldner, 1996). .......ccuoiiiiiiieiiiie e 9
Extraccion de ADN geNOMICO .......cccveuiiieiieie e eiesee e see e eesee e steesae e e eeenes 10
Protocolo de extraccion de Miller et al. (1988). ........cccecveveiereieiniesieeeeeieiees 10
Protocolo de extraccion de Welsh y Bunce (1999)........ccccveveiiveieiieseeneeie e 11
CuantificaCion del ADN ........ooiiiiiiiiieeee e 12
Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE) ........ccccccevvevvvvvenienne 12
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) .......ccooviiiieiierienene e 13
PCR para secuenciacion de ADN geNOMICO ......cccvevveiiereeriesieeseesie e siee e eee e see e 16
Secuenciacion automatica de ADN gENOMICO.........ccccviirieieeierienese e 17
RESULTADOS ...ttt sttt st nesbeeene e 18
Estandarizacion de la extraccion de ADN genOmMICO .......ccevveviereneseniseneeieeeeenen, 18
Diagnostico de hemoglobinopatias..........cocveveiiieiieie s 18
Andlisis del gen B globina por DGGE ..........ccoooviiiiiiiiiie 21
Identificacion de mutaciones por secuenciacion de ADN genomico. .........ccccceevvennenn. 24
Determinacion del catalogo para las mutaciones CD39(C/T), IVSI-110 (G/A) y -88
(O 1) OSSR 30
DISCUSION ..ottt 34
CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt ne st neene e 44
BIBLIOGRAFIA ..ottt 46



DEDICATORIA

A DIOS TODOPODEROSO.

A mis padres, Eneida y Gilberto; sin su ayuda y constante apoyo es seguro que no estaria

donde estoy ni seria lo que soy.

A mi hermano Eduardo. Que todo este esfuerzo realizado le sirva de ejemplo de
perseverancia y esperanza; sabiendo afrontar los obstaculos toda meta puede ser
alcanzada.

A mis abuelos: José, Carmen, Felipe y Ana.

A la familia Uzcategui Rada (Augusto, Nelly, Lourdes, Rafael y la Sra Inés), sin su
ayuda incondicional estoy seguro de no haber superado muchas trabas desde el inicio de

este trabajo.

A toda mi Familia, a mis tios, a Abilio, primos (Hernan, Rafael Augusto y Esteban).



AGRADECIMIENTOS

Principalmente a la Dra Anabel Arends, por su ayuda, constantes consejos, modelo lucha
y perseverancia, gracias por abrirme las puertas a un mundo totalmente desconocido y
darme la oportunidad de desarrollarme en su laboratorio de investigacion. Gracias por

darme una oportunidad y por creer en mi.

A mis tutores, la Prof Maria José Gonzalez por guiar mis primeros pasos en este campo
y hacia este trabajo: al Dr. Marcos de Donato por su constante apoyo y consejo; a la Dra.
Martha Bravo, a la cual me faltan palabras para agradecerle, gracias por estar conmigo al

inicio, al final y en todo momento.

A todo el equipo personal y humano del Laboratorio de Investigacion de Hemoglobinas
Anormales, Martha, Silvia Mariela, Odalis, Marycarmen, Maribel, Joseba, Douglas,
Paola y Ligia; quienes con su apoyo e incondicional ayuda, en los buenos y malos

momentos estuvieron conmigo. Muchachos esto no hubiese dado frutos sin ustedes.

A la Universidad de Oriente y a todos mis profesores durante la carrera por inculcarme

conocimientos y muchos principios.

A todos mis comparieros de clases por todos los momentos compartidos. A Richard y

Jesus, por estar conmigo y apoyarme desde el inicio hasta el final de esta aventura.
Esta investigacion no se hubiese podido realzar sin el financiamiento de FONACIT S1-

2002000539, G-2005000373, MC-2007001066, ECOS-NORD PI-2005000758,
CODECIH UC 2005-011 y CDCH P1 09-00-6451-2006.



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Composicion nucleotidica que define los polimorfismos neutrales del gen -

globina. (Segin Ghanem et al., 1992) ........cccoiiiiiiie i 15
Tabla 2. Secuencias de oligonucle6tidos para la amplificacion del gen B globina. (Seguin
Ghanem et al., 1992).......ccoiiiiiieii e 15

Tabla 3. Frecuencia de los distintos tipos de beta talasemia detectadas por HPLC-CE.. 20
Tabla 4. Andlisis de los resultados obtenidos por DGGE en pacientes no relacionados.
Los patrones anormales observados permiten la localizacion de la mutacion para ser
identificadas por secuenciacion automatica de ADN gendmico. ..........ccoccvvvvviverveinennnn, 24
Tabla 5. Mutaciones, tipos, origen y frameworks estudiados por DGGE y secuenciacion
automatizada de ADN gendmico en pacientes no relacionados. ............ccocevvevereerieriennn. 27
Tabla 6. Frecuencia de las mutaciones f3 talasémicas en pacientes no relacionados. ...... 28
Tabla 7. Porcentajes de hemoglobinas en pacientes con beta talasemia en pacientes
=] T o] 1T Vo (0L ST P PP R PPTPT 29
Tabla 8. Clasificacion de las mutaciones [ talasémicas identificadas en este estudio
SEQUN SU ClaSE, TIPO Y OGN, ..veeuieieiecie ettt eas 30

Tabla 9. Perfil de migracion obtenido por DGGE en pacientes con la mutacion CD 39

Tabla 10. Perfil de migracion obtenido por DGGE en pacientes con la mutacién IVSI-
110 (GA). ettt ettt a ettt neens 32
Tabla 11. Perfil de migracion obtenido por DGGE en pacientes con la mutacion -
88(C/T) analizados por DGGE. ..........cccceiiiiiiicce e 33



LISTA FIGURAS

Figural. A.- Bloque de genes beta, localizado en el cromosoma 11; B.- Bloque de genes
alfa, localizado en el CromOoSOMA 16........c.ccviiiiiiiiieiiee e 1
Figura 2. A.- Electroforésis de ADN gendmico extraido con el método de Salting Out,
Miller (1988). B.- Electroforésis de ADN genomico extraido con el método de Welsh y
BUNCE (1999).... ittt ettt bbb b e nreas 18
Figura 3. Frecuencia de hemoglobinopatias detectadas por HPLC-CE en pacientes
referidos al Laboratorio de Investigacion de Hemoglobinas Anormales. ............c.......... 19
Figura 4. Patrones electroforéticos mostrando la combinacion de los polimorfismos del
ADN en el fragmento G de los pacientes analizados por DGGE. Lineas 1y 4: pacientes
mostrando un frente de corrida 1/1, Linea 2: paciente mostrando un frente de corrida
2/3a, Linea 3: paciente mostrando un frente de corrida 1/3. Lineas 5 y 6: pacientes
mostrando un frente de COrrida 1/2, ..o 21
Figura 5. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento A de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 2, 4 y 5: ADN homoduUplex de pacientes analizados en el
fragmento A. Linea 3: ADN heterodUplex de un paciente mostrando la presencia de una
0011 (oo o TP PRSP 22
Figura 6. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento B de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 2, 3: ADN homoduplex de pacientes analizados en el fragmento B.

Lineas 4 y 5: ADN heteroduplex de pacientes analizados por DGGE en el fragmento B.

Figura 7. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento C de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 4, y 5. ADN homoduplex de pacientes analizados en el fragmento
C. Linea 3. ADN heteroduplex de un paciente analizado por DGGE. ...........cccccccvenenne. 23
Figura 8. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento D de pacientes analizados
por DGGE. Linea 1: ADN Heteroduplex de un paciente analizado en el fragmento D.
Lineas 2, 3, 4, y 5: ADN homoduplex de pacientes analizados en el fragmento D por
DIGGE. ...ttt ettt R et r bt e et et ene s 23



Figura 9. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento F de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 2, 4 y 5: ADN homodulplex de pacientes analizados en el
fragmento F. Linea 3: ADN heterodUplex de un paciente mostrando la presencia de una
00101 (oo o TP PR UR PR 23
Figura 10. Esferogramas del analisis de secuencias del gen B globina donde se muestra la
presencia de la mutacion -86 (G/C). La flecha indica la heterocigocidad para la
sustitucion G C en la posicion -86 del gen B globina. (A) cadena sentido (B) cadena
ANTISENTIAO. 1.ttt ettt b e bbb e 24
Figura 11. Esferogramas del andlisis de secuencias del gen B globina del paciente uno, se
muestra la presencia de la mutacion IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad
para la sustitucion G T en la posicion IVSII-1 del gen B globina. (A) cadena sentido
(B) cadena antiSENTIAO. ........cueieeieeiesieie et et e e e e aeennenrees 25
Figura 12. Esferogramas del andlisis de secuencias del gen B globina del paciente dos, se
muestra la presencia de la mutacion IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad
para la sustitucion G T en la posicion IVSII-1 del gen B globina. (A) cadena sentido
(B) cadena antiSENTIAO. ........cueiveieeieiieie et e re et esae e nnees 25
Figura 13. Esferogramas del analisis de secuencias del gen 3 globina del paciente tres, se
muestra la presencia de la mutacion IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad
para la sustitucion G T en la posicion IVSII-1 del gen B globina. (A) cadena sentido (B)
CAENA ANTISENTIAO. ... .ottt ettt bbb 26
Figura 14. Esferogramas del analisis de secuencias del gen [ globina donde se muestra la
presencia de la mutacion 1VSI-110 (G/A). La flecha indica la heterocigocidad para la
sustitucion G A en la posicion IVSI-110 (G/A) del gen B globina. (A) cadena sentido
(B) cadena antiSENTIAO. ........c.eieeieeiecieii e et e e e e sneennenrees 26
Figura 15. Esferograma del analisis de secuencias del gen B globina donde se muestra la
presencia de la mutacion IVSI-5 (G/A). La flecha indica la heterocigocidad para la
sustitucion G A en la posicion 1VSI-5 del gen B globina. ........ccccceveiiiiiiiincienenn 27
Figura 16. Localizacién esquematica de las mutaciones del gen B globina encontradas en

LY (=T 10 o [ 1o TR OO PRPRRRRRRRRR 30

Vi



RESUMEN

El estudio del gen B globina ha proporcionado grandes aportes al conocimiento de
desordenes genéticos hereditarios, tales como la [ talasemia, las variantes
hemoglobinicas y la persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal; al mismo tiempo
ha facilitado la comprensién de los mecanismos de regulacion y expresion de los
diferentes genes que conforman el bloque B globina. Esta enfermedad esta ampliamente
distribuida a nivel mundial, en Venezuela alcanza una frecuencia de 1,8%. Los estudios
llevados a cabo utilizando técnicas de ADN recombinante, han permitido caracterizar
decenas de mutaciones y demostrar directamente la gran variabilidad genética de las
anormalidades que producen los fenotipos talasémicos. En el presente estudio se
analizaron un total de 54 pacientes, de los cuales a 36 se les realizo el anélisis molecular
para definir el espectro de mutaciones por electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) y secuenciacion de ADN genémico, Yy los 18 pacientes
talasémicos restantes fueron estudiados para definir el catdlogo para las mutaciones -88
(C/T), CD39 (C/T) y IVSI-110 (A/G). En 12 pacientes no relacionados se logrd
identificar mutaciones por secuenciacion automatizada de ADN genomico. Las
mutaciones fueron la -88 (C/T) (2,7%), la -86 (G/C) (8,3%), la IVSI-5 (G/A) (2,7%), la
IVSI-110 (G/A) (8,3%), la IVSII-I (G/T) (5,5%), de los cuales tres estan relacionadas, la
CD 39 C/T) (2,7%) y la IVSII-849 (A/G) (2,7%). El catdlogo de mutaciones demostro la
asociacion de la mutacion -88 (C/T) con el perfil de migracion 2, la mutacion CD39
(C/T) con el perfil de migracién 1 y la mutacion IVSI-110 (A/G) con el perfil de
migracion 1. Los resultados obtenidos permiten concluir que la (DGGE) es un método
apropiado para la caracterizacion de mutaciones que difieren de pequefios cambios
nucleotidicos con respecto a la secuencia normal del gen beta globina humano. Esta
técnica, al ser combinada con la secuenciacion automatizada del ADN ha probado ser
particularmente atil en la deteccion de mutaciones responsables de enfermedades
genéticas.

vii



INTRODUCCION

La hemoglobina (Hb) es una proteina que transporta oxigeno desde los pulmones
hasta los tejidos, esta constituida por una parte prostética llamada hemo y por una parte

proteica llamada globina.

En las distintas etapas del desarrollo, desde el embridn hasta llegar al adulto se
sintetizan, en un orden fijado y rigurosamente determinado, diferentes hemoglobinas
constituidas por dos pares de cadenas polipeptidicas. Los genes que codifican para estas
hemoglobinas se encuentran en dos cromosomas diferentes formando bloques, el alfa,
localizado en el cromosoma 16, formado por los genes alfa y zeta, y el beta, localizado
en el cromosoma 11, formado por los genes épsilon, gamma, delta y beta (figura 1)
(Antonarakis et al., 1984; VVarawalla et al., 1992; Hoffman et al., 2000).

A epsilon gamma delta beta
| A
5 Y l l 3'
Hb F Hb R2Z Hb R
Feta 2 ZFeta 1 Alpha 2 Alpha 1
B — I N —
5 = 3"

Figural. A.- Blogque de genes beta, localizado en el cromosoma 11; B.- Bloque de genes
alfa, localizado en el cromosoma 16.

Existen tres tipos de hemoglobinas embrionarias, las cuales son detectables a partir
de los 15 dias de gestacion, la Hb Gower I ({2 €2), Hb Gower II (a2 €2) (Huehns et al.,
1961; Hecht et al., 1966, Gale et al., 1979) y la Hb Portland ({; y2) (Kaltsoya et al.,



1966; Capp et al., 1967, Todd et al., 1970; Weatherall y Clegg, 1970) en proporciones
de un 42, 24 y 21%, respectivamente; éstas se sintetizan hasta aproximadamente 40 dias,
cuando empieza la sintesis de la hemoglobina fetal (o v,). Paralelamente a la reduccion
de estas cadenas globinas, se produce un aumento de la sintesis de la hemoglobina fetal
(Hb F) que predomina durante la vida fetal y representa mas de un 90% de la

hemoglobina total.

La hemoglobina A (Hb A) es la mayor fraccion de la Hb en los adultos
representando un 97-98% de la hemoglobina total. Esta formada por dos cadenas alfa y
dos cadenas beta (a2 B2) globinas unidas al grupo hemo; en menor proporcion se
encuentra la hemoglobina A, (Hb A;) formada por dos cadenas alfa y dos cadenas delta
(a2 82), con un porcentaje de 1,8 a 3% de la hemoglobina total. EI cambio de Hb F a Hb
A ocurre en el periodo perinatal, alcanzando luego valores entre 0,3 y 1,2% (Kunkel y
Wallenius, 1955).

El estudio de las hemoglobinas ha contribuido sustancialmente al conocimiento de
los principios basicos de la genética y ha permitido detectar e identificar mutaciones en
los genes que codifican para las cadenas globinas de las hemoglobinas. Estas
alteraciones dan origen a los desordenes genéticos hereditarios mas comunes que afectan
al hombre, como son las hemoglobinopatias, entre las que destacan, las variantes
estructurales, las cuales son producidas por una alteracion en la composicion quimica en
una de las cadenas globinas, las talasemias, causadas por mutaciones que producen
alteraciones cuantitativas en la sintesis de la hemoglobina (Orkin y Kazazian, 1984,
Steinberg, 1993; Weatherall y Clegg, 1996) y la persistencia hereditaria de la
hemoglobina fetal. Genéticamente las talasemias son clasificadas de acuerdo a la cadena
Cuya sintesis es alterada en a, B, v, 0P, €yop talasemia (Weatherall y Clegg, 1970;
Kazazian, 1990).

Se ha estimado que aproximadamente el 7% de la poblacién mundial es portadora

de distintos desordenes hereditarios de la hemoglobina, la f talasemia es una de las



enfermedades genéticas mas comunes y se estima que aproximadamente existen 80

millones de portadores de esta enfermedad a nivel mundial (Capellini et al., 2007).

La P talasemia es un grupo de anemias congénitas que resultan de mutaciones
ocurridas en el bloque de genes B globina, localizado en el brazo corto del cromosoma
11. Existen dos variedades principales de p talasemia, la p° talasemia, en la cual no hay
produccion de cadenas B, y la B* talasemia, en la cual, algunas cadenas B son producidas

pero en niveles mas bajos de los normales (Weatherall y Clegg, 2001).

En 1925, Thomas Cooley y Pearl Lee describieron por primera vez la p talasemia
como una forma de anemia severa caracterizada por microcitosis, hipocromia y anemia
hemolitica congénita, producto de una variedad de defectos moleculares que interfieren
en la sintesis normal de cadenas B globina, esta patologia se encontr6 en nifios de origen

italiano asociada a esplenomegalia y cambios caracteristicos en los huesos.

Desde el punto de vista molecular la beta talasemia es causada en un 95% por
mutaciones puntuales dentro o en las inmediaciones del gen beta globina y en un 5% por
deleciones, afectando la transcripcion del gen, el procesamiento del ARNm vy la

traduccion (Navaratnam et al., 2000).

Las mutaciones que afectan la transcripcion del gen son simples cambios
nucleotidicos en las secuencias conservadas de la region promotora, provocando la
reduccion de un 10 a 25% de la produccion del ARN mensajero, expresando un

fenotipo leve de beta talasemia.

El procesamiento del ARNm involucra la remocién de los intrones y la union de
las regiones codificantes para producir una molécula de ARNm funcional. Las
mutaciones de mayor interés funcional son las que afectan el procesamiento del ARNm,
las cuales pueden resultar en un fenotipo p° o p* talasemia, dependiendo de la secuencia
mutada. Entre las mutaciones que afectan el procesamiento del ARNm se tienen las
mutaciones que afectan los dinucleotidos no variables GT en el extremo 5° (donante) y

AG en el extremo 3" (aceptor), en los sitios de “splicing”, mutaciones que afectan las



secuencias concenso, mutaciones que afectan sitios criticos de “splicing” en los intrones
y las mutaciones que afectan sitios criticos de “splicing” en los exones (Breathnach y
Chombon, 1981).

Las que afectan el proceso de traduccion son clasificadas como mutaciones sin
sentidos, que introducen un codon stop, y las mutaciones del tipo frameshift, que

modifican el marco de lectura de la molécula de ARN

Se han descrito cinco mutaciones que afectan el codon de iniciacion del proceso de
traduccion del ARN, de las cuales todas producen B° talasemia. Estas son simples
sustituciones de bases, una afecta el primer nucleétido (A), dos afectan el segundo
nucleotido (T) y dos afectan el tercer nucledtido del codon de iniciacion ATG (Jankovic
etal., 1990; Lam et al., 1990; Hattori et al., 1991; Soba et al., 1992; Ohba et al., 1997).

Solo 14 deleciones que afectan al gen beta globina han sido descritas, aunque son
poco comunes, la caracterizacion de estas deleciones han permitido conocer los
mecanismos de expresion de los genes del bloque B. Existen deleciones que varian en
tamano del fragmento, desde 290 pb hasta 60 kb, de éstas, la mas comun es la delecion
de 619 pb, es frecuente en India y Pakistan, donde se localizan aproximadamente el 20%
de los alelos mutantes causantes de la  talasemia. En el mundo existen otras deleciones
que remueven parte del extremo 5’ del bloque B dejando el gen B globina intacto, lo que

resulta en un fenotipo de P talasemia (Thein et al., 1984; Varawalla et al., 1991).

Kunkel et al. (1957), encontraron que los individuos portadores de la  talasemia
se caracterizan por presentar un incremento en los niveles de  hemoglobina A,
mostrando valores entre 3,5% y 6,5%, esto se ha convertido en uno de los principales
caracteres de diagndstico de estos trastornos, aunque se ha observado que los niveles de
A, en Venezuela pueden estar aumentados en presencia de anemia megaloblastica,
paludismo, hemoglobina S, hepatitis viral, embarazo, esferocitosis hereditaria y en

algunos casos por esquistosomiasis intestinal (Arends, 1962).



La f talasemia presenta tres formas clinicas, la f talasemia mayor, la B talasemia
intermedia y la f talasemia menor, que estan definidas de acuerdo a la severidad clinica,
y se corresponde con el nimero de alteraciones en los genes, por lo que es considerada
una enfermedad heterogénea a nivel molecular. La 3 talasemia mayor se caracteriza por
una anemia severa transfusion dependiente, lesiones orgénicas secundarias, eritropoyesis
inefectiva que resulta en una expansién de la médula ocasionando una progresiva

esplenomegalia y malformaciones 6seas (Gratwick et al., 1978; Rioja et al., 1990).

La B talasemia intermedia se caracteriza porque los pacientes presentan anemia
moderada con requerimiento de transfusiones en algunos casos, en otros casos no
necesitan transfusiones sanguineas y en la [ talasemia menor los individuos son
asintomaticos pero con deformaciones en los globulos rojos (Evans et al., 2003). La
talasemia se ha observado asociada a las variantes de hemoglobinas S y C. En este
sentido Weatherall y Clegg (1981), propusieron tres clasificaciones fenotipicas para
catalogar a los pacientes doble heterocigotos Hb S -  talasemia y Hb C - 3 talasemia, de
acuerdo al porcentaje de hemoglobina A presente. Asi se tienen tres tipos: uno el doble
heterocigoto Hb S (C) -B* talasemia tipo 1 cuando los pacientes producen Hb A en un 5-
15%, el segundo es Hb S (C) -B" talasemia tipo 2 cuando los pacientes producen Hb A
en un 15-30% y tercer tipo el Hb S (C) -p° talasemia cuando los pacientes no producen
Hb A.

La P talasemia es una enfermedad que esta distribuida principalmente en regiones
del mundo donde la malaria es o fue una vez endémica y afecta especialmente a
personas del Mediterraneo, Oeste de Africa, Islas del Pacifico y Sureste de Asia. Es
extremadamente heterogénea desde el punto de vista molecular y a nivel mundial se
conocen alrededor de 200 mutaciones puntuales y 14 delecciones causantes de este
desorden (Weatherall y Clegg, 1996; Orkin y Kazazian, 1984). Las mutaciones
puntuales causantes de la B talasemia més comunes en el Mediterrdneo son la IVSI-
1(G/A), CD39 (C/T), IVSI-6 (T/C), IVSI-110 (G/A), IVSII-745 (C/G), CD8/9 (+G),
CD8 (-AA), IVSII-1 (G/A), IVSI-5 (G/A) (Amselen et al., 1988; Di Marzo et al., 1988;



Pirastu et al.,1988; Villegas et al., 2001; Talmaci et al., 2004). Las mutaciones mas
frecuentes en el continente Africano son las -29 (A/G), -88 (C/A) (C/T), CD24 (T/A),
IVSII-849 (A/G) y en el continente asiatico la IVSI-5 (G/C), CD41/42 (-TCTT), IVSI-1
(G/C), CD8/9 (+G), CD15 (G/A), la deleccion de 619 pb 3’, CD16 (-C) y la IVSII-654
(CIT), (Varawalla et al., 1991; Bashyam et al., 2004).

En paises como Grecia e Italia existe una alta prevalencia de esta patologia, en
regiones de Italia como Sardinia se alcanza un 13%, en la region delta del Ri6 Po cerca
de Ferrara se encuentra en un 8%, mientras que en Sicilia se refleja con un 5,9% (Cao et
al., 1996; Barrai et al., 1984; Schiliro et al., 1995).

Schiliro (1987) y Pepe et al. (1992), encontraron una incidencia de 3 a 9% en
India, por otra parte Stamatoyannopoulos y Fessas (1964) realizaron estudios en las islas
Corfu y Serifos (Grecia), encontrando una proporcion de 6 a 19%. Posteriormente,
Schizas et al. (1977) estimaron que la frecuencia de esta enfermedad en Grecia era de
7%.

En Sao Paulo, la frecuencia B talasémica alcanza un 3% (Bonini et al., 2004;
Mendes et al., 2004). En Norte América, Pierce et al. (1977) reportan que esta
enfermedad alcanza una frecuencia de 1,4%, este mismo valor fue observado en
Venezuela por Arends (1984) localizdndolo en poblaciones mestizas, negroides y

caucasoides.

Es importante destacar que los estudios sobre [ talasemia en Venezuela eran
realizados mediante analisis clinico y fenotipico (Arends, 1971a). En estudios
realizados por Bravo-Urquiola et al. (2006), usando las técnicas de biologia molecular
reverse dot-blot (Maggio et al., 1993) y amplificacion refractaria de sistemas de
mutaciones (Newton et al., 1989; Old et al., 1990) reportaron que la mutacion mas
frecuente en nuestra poblacion es la CD39 (C/T), seguida por la IVSI-1(G/A), la 1VSI-
6(T/C) y la IVSI-110(G/A), todas de origen mediterraneo, pero debido a la

heterogeneidad molecular de este trastorno, existen muchos casos cuyas mutaciones no



han sido posible identificar por las técnicas usadas por estos autores, por lo que es
importante el uso de técnicas de estudio masivo de deteccion de mutaciones como la

electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante DGGE.

Para esta investigacion se propuso la utilizacion de la técnica de electroforesis en
gel con un gradiente de desnaturalizacion (DGGE), la cual es un método electroforético
que permite identificar cambios de una unica base en un segmento de ADN, en el cual la
doble hebra es sometida a condiciones de desnaturalizacion formada por un gradiente
incrementado linealmente por dos agentes desnaturalizante como la formamida y urea.
El gen B globina fue dividido en seis fragmentos, cada uno de estos alcanza una
temperatura especifica para cada secuencia y la presencia de una mutacion alterara el
perfil de unidn/disociacién de ese fragmento de ADN mutado con respecto a un

fragmento de secuencia normal (Talmaci et al., 2004).

No se han reportado en el pais estudios sobre la aplicacion de la técnica de DGGE
en este tipo de investigacion, de alli que la realizacion del mismo es un aporte al
conocimiento genético de la distribucion de las diferentes mutaciones B talasémicas en
nuestra poblacion. Ademas, la identificacion del tipo de mutacidén en cada paciente, a
temprana edad, resulta una ventaja, porque conociendo el genotipo se puede predecir el
fenotipo en cada caso y de esta manera proporcionar un consejo genetico adecuado a
cada paciente y sus familiares. La presente investigacion tiene por finalidad la
caracterizacion molecular de mutaciones en el gen  globina que causan p-talasemia en

pacientes del Laboratorio de Investigacion de Hemoglobinas Anormales (LIHA).



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las muestras de sangre fueron obtenidas de los pacientes referidos al Laboratorio
de Investigacion de Hemoglobinas Anormales ubicado en el Hospital Clinico
Universitario de Caracas e Instituto Anatomico José Izquierdo, Universidad Central de

Venezuela.
Recoleccién de muestras

Para la recoleccién de muestras, se les suministré a los pacientes evaluados un
consentimiento previa informacién (CPI) bajo el formato establecido por el cédigo de

bioética de FONACIT para la participacion en el estudio.

Se recolectaron 5 ml de sangre periférica por cada paciente, los cuales se
obtuvieron de acuerdo a las técnicas rutinarias de laboratorio, utilizando sal sddica al
10% (EDTA) como anticoagulante. Las muestras de sangre fueron tomadas por un

profesional en el area de la salud.
Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC-CE) (Tan et al., 1990)

La cuantificacion de las hemoglobinas A, A, y F se realizd mediante la técnica de
HPLC-CE, utilizando el sistema automatizado VARIANT Hemoglobin testing system
(Bio-Rad). Este sistema consta de cinco programas, de los cuales uno de ellos, el
programa fS-Thalassemia Short, es capaz de determinar los porcentajes relativos de las
hemoglobinas A, A, y F; ademas este programa cuenta con ventanas adicionales para la
identificacion de variantes hemoglobinicas como laHb S, Hb C y Hb D.

Las muestras se prepararon mezclando 5 pl de sangre total en 1 ml de solucion

hemolizante (dispuesta por Bio-Rad), con la ayuda de un Autodilutor (Bio-Rad). Cada



muestra fue cubierta con parafilm y mezclada por inversion. Posteriormente se
colocaron dentro del VARIANT junto con una serie de reactivos, los cuales fueron

procesados por el equipo al inicio de cada corrida.

Estos reactivos son: un “primer”” encargado de acondicionar la columna (4,5 x 30
mm, suministrada por Bio-Rad) para el analisis, un calibrador de las hemoglobinas A, y
F, y dos controles, uno normal y otro anormal, disefiados para monitorear la precision de

la cuantificacion automatizada.

Cada una de las muestras se incorpord, de manera automatica y secuencial, a un
gradiente pre-programado de dos buffer de fosfato de sodio de diferente fuerza ionica a
intervalos de 6,5 minutos una vez dentro del gradiente, las muestras fueron transportadas

a través de la columna, donde cada una se separ6 en sus componentes individuales.

Las fracciones eluidas pasaron luego por un filtro fotométrico de doble longitud de
onda (415 y 690 nm), el cual monitore0 la elusion por medio de la deteccidén de cambios
en la absorbancia a 415 nm. El filtro secundario de 690 nm, se encarg0 de corregir el
efecto causado por la mezcla de los buffer con diferente fuerza idnica. Los cambios en la

absorbancia fueron mostrados en un cromatograma de absorbancia versus tiempo.

Las hemoglobinas se identificaron mediante la comparacion de sus tiempos de

retencion pre-programados para la variedad de hemoglobinas.

Separacion de glébulos blancos mediante centrifugacion en gradiente de densidad
(Mongini y Waldner, 1996).

Este método se utiliz para la separacion de células mononucleares a partir de

sangre periférica. Para ello se empled el reactivo Ficoll-Hypaque.

El Ficoll es un polisacarido que produce la aglutinacion de los eritrocitos logrando
gue éstos sedimenten mas rapidamente, el Hypaque es una sustancia densa que, diluida
apropiadamente, confiere a la mezcla la densidad requerida para la separacion.



Esta técnica ofrece una separacién por densidad en bandas o zonas entre los
gldébulos blancos y los glébulos rojos, para ello se afiade 3 ml de Ficoll - Hypaque (100
ml Ficoll 400: 5,7 g diatrizoato de sodio, 9 g edetato de calcio disédico en agua,
Pharmacia Biotech) por cada 5 ml de la muestra de sangre tratando de no mezclar, y
centrifugando a 3 000 g/ 30 min. Se transfirio la interfase de linfocitos, lavandose con
buffer TE pH 7,5 (10 mmol-I* Tris-HCI, 2 mmol-I* EDTA) y se resuspendieron con el
vortex. Posteriormente se centrifugé a 3 000 g/10 min y se descartd el sobrenadante,
(este procedimiento se repitidé dos veces) una vez realizado el lavado se resuspendieron

las células en 1 ml de buffer TE y se guardaron en un vial eppendorf a -20 °C.
Extraccion de ADN genémico

Con el fin de establecer un método eficiente de extraccion de ADN, adecuado a las
necesidades del laboratorio, se emplearon dos protocolos de extraccién, de manera de
obtener un ADN de alta pureza y Optima cantidad asi como libre de enzimas para
prevenir la degradacion. Se emple6 el método de Miller et al. (1988) y el protocolo de
Welsh y Bunce (1999).

Protocolo de extraccion de Miller et al. (1988).

Se resuspendié el paquete de glébulos blancos en buffer de lisis de globulos
blancos pH 8 (0,4 mol-I* de NaCl, 10 mmol-I* Tris-HCI), posteriormente el lisado
celular se incubo durante toda la noche a 37 °C con 0,2 ml de SDS al 10% y 10 pl de
una solucién de proteinasa K. Se afiadié 1 ml de NaCl saturado (6 mol-I™"), se agit6
rigurosamente por 15 seg y se centrifugd a 2 500 g durante 15 min. El sobrenadante
(que contenia el ADN) se transfirio a otro tubo de 15 ml al cual se le agregd 2 ml de
etanol absoluto a temperatura ambiente y se agité por inversion varias veces hasta que el
ADN precipitd. Posteriormente el ADN es hidratado con buffer TE a pH 7,5.
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Protocolo de extraccion de Welsh y Bunce (1999).

Este método es una modificacion del método propuesto por Miller et al. (1988)
donde se suprime la digestion con proteinasa K y se afiade una extraccién con

cloroformo.

Una vez obtenido el paquete de globulos blancos, se le agregé 9 ml de buffer de
lisis de glébulos rojos (RCLB) (0,144 mol-I* de cloruro de amonio, 1 molI* de
bicarbonato de sodio), se mezcld por inversion varias veces, se dejé reposar para luego
congelar a -20°C por 30 minutos. Posteriormente, se descongeld y se centrifugd a 3 000
9/15 min.

Se descart6 el sobrenadante, se lavd el precipitado con 2 ml de RCLB y se
centrifugo a 3 000 g/15 min. Se descartd el sobrenadante y el precipitado se resuspendid
en 600 pl de buffer de lisis de glébulos blancos y dodecil sulfato de sodio (NLB+SDS)
(0,4 mol-I"* de NaCl, 10 mmol-I"* Tris-HCI pH 8,2, 2 mmol-I"* de EDTA disddico) luego
se transfirié a un vial eppendorf, el cual se dejoé incubando a 56°C durante toda la noche

para disolver el precipitado.

Una vez disuelto el paquete de globulos blancos se le adicion6 100 pl de NaCl 6
mol-I" y se mezcld con el vortex, posteriormente se le agregd 600 pl de cloroformo para
desnaturalizar las proteinas, se agitd con el vortex hasta formar una emulsion lechosa

para centrifugar nuevamente a 3 000 g/15 min.

Se tomo la fase acuosa, y se transfirid a un nuevo vial (si la fase acuosa se observo
turbia, se agregd nuevamente 600 pl de cloroformo para desnaturalizar las proteinas que

pudiesen estar presentes).

Se le adiciond 1 ml de etanol 100% (frio) y se agitd por inversion suavemente
hasta observar la aparicion de una malla de ADN, se incubd por 30 minutos a -20°C y
posteriormente se centrifugd a 12 000 g/ 5 min, descartandose el alcohol por inversion y

afiadiendo 1 ml de etanol 70% (frio), para luego centrifugar a 12 000 g/5 min. Se
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elimind el alcohol y se dejo secar el tubo colocandolo invertido sobre un papel
absorbente por 30 min.

Una vez seco el pellet de ADN, se le afiadio 100 ul de agua ultra pura y se incub6
por 15 min a 65°C. El ADN se almacend por periodos cortos de tiempo a 4°C y a -2°C

por periodos prolongados.
Cuantificacion del ADN

La electroforesis es una técnica analitica de separacion de macromoléculas, la cual
se fundamenta en la movilidad diferencial de las macromoléculas cargadas cuando son

sometidas a un campo eléctrico como consecuencia de su relacion carga/masa.

La cuantificacion del ADN se realizo en un gel de agarosa al 2%. Se pesaron 0,8 g
de agarosa y se disolvieron en 40 ml de buffer TAE 1X (0,8 mmolI* Tris-Acido
Acético, 0,02 mmol-I* EDTA pH 7,5), se coloreé con bromuro de etidio (10mg. ml™) y
se agreg6 en el molde.

Se tomaron 3 ul de la muestra de ADN y se mezclo con 1,5 ul de buffer de carga.
La corrida electroforética se realiz6 a 150V por 15 min. Posteriormente el gel de agarosa
se observo en una lampara de luz UV, donde se fotografid y se evidencio el recorrido del
ADN.

Se usé un marcador de masa molecular de concentracion conocida (Low DNA
Mass Ladder) mezclado con un buffer de carga en una proporcién 4:1, el tamafio y los
ng de ADN de las muestras se estimaron por comparacion con las bandas del marcador
comprendidas entre 100 pb (5 ng) hasta 2000 pb (100 ng).

Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE)
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Es un método electroforético disefiado por Myers et al. (1987), utilizado para
identificar cambios de bases en la secuencia del ADN de doble cadena a través del gel

con concentraciones crecientes de agentes desnaturalizantes.

Durante la migracion en el gel, cada uno de los fragmentos alcanza una
temperatura de disociacion denominada temperatura de melting que es especifica de la
secuencia. EI ADN se disocia parcialmente en un punto determinado del gradiente,
creando moléculas ramificadas, que permitan diferenciar un fragmento de ADN mutado
con respecto a la secuencia normal. La disociacion parcial del ADN mutado reduce su

movilidad en un gel de poliacrilamida.

Puesto que la temperatura de disociacion es especifica de cada secuencia, la
presencia de una mutacion alterara el perfil de union/disociacion de ese fragmento de
ADN mutado respecto al mismo fragmento normal provocando la visualizacion de
bandas diferentes (homodudplex mutantes o heteroduplex). El fragmento mutado tendra

cambios en la movilidad respecto del ADN normal.

La corrida electroforetica fue llevada a cabo en un gel de poliacrilamida al 6,5% a
una temperatura uniforme de 60°C, 160 voltios y un gradiente de desnaturalizacion
formado por la urea y la formamida (100% de desnaturalizacién: 7 mol-1™* de drea, 40%
de formamida) incrementando linealmente desde 30-80% para los fragmentos A, B, y C,
y desde 10-60% para los fragmentos D, F y G. La urea y la formamida son compuestos
polares compiten en la formacion de enlaces de hidrogenos con los grupos amino y
carbonilo propios de las bases, facilitando asi la ruptura de sus apareamientos y la

consiguiente separacion de las hebras (Luque y Herraez, 2002).

Finalizada la corrida electroforética, el gel fue tefiido con de bromuro de etidio (10

mg.ml™) y observado en un transiluminador de luz ultravioleta.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
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El gen beta globina fue amplificado por PCR siguiendo el protocolo de Ghanem et
al. (1992). La amplificacion del gen se realiz6 desde la posicion -238 hasta la +1666,
incluyendo el sitio de poliadenilacion. Para ello el gen fue dividido en seis fragmentos
denominados como A, B, C, D, F y G, utilizandose para cada fragmento un par de
oligonucledtidos especificos, de los cuales uno de ellos posee en su extremo 5’ una cola
de GC, necesaria para aumentar la temperatura de disociacion de la hebra de ADN de

cada fragmento.

La reaccion de PCR se llevo a cabo para un volumen final de 50 pl, a la cual se le
afiadié buffer GoTagq flexi 1X (50 mmol-I* KCI, 10 mmol-I"* Tris-HCI pH 8,3; 100
ng.ml™ gelatina), cloruro de magnesio (MgCl,) 3 mmol-I*, dNTP’S 0,4 mmol-I?, 10
pmol.ul™* de cada oligonucleétido, Taq polimerasa GoTaq flexi 1,25 U y 100 ng de
ADN.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador (Perkin-Elmer 2400) bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C por 1 min e hibridacion a 50 — 55°C
por 1 min, de acuerdo al fragmento estudiado, seguido de 30 ciclos consecutivos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min e hibridacion a 50 — 55°C por 1 min y extension a

72°C por 2 min, con un periodo de extension final de 72°C por 5 min.

Una vez finalizada la PCR, las muestras fueron corridas electroforéticamente en un
gel de agarosa al 1,6%, a 150 voltios por 15 minutos y posteriormente el gel fue tefiido

con bromuro de etidio (10 mg.mlI™) y visualizado en luz ultravioleta.

El gen beta globina humano presenta cinco secuencias nucleotidicas que varian de
un individuo a otro. Estos polimorfismos, considerados neutrales son Ilamados
frameworks por algunos autores, por lo tanto, deben ser reconocidos e interpretados

antes de determinar la presencia de mutaciones en el gen por DGGE.

De los cinco polimorfismos reconocidos, tres de éstos (IVSII-16, IVSII-74, 1VSII-
81) estan localizados en el fragmento G; el framework 1 presenta las bases C, G, C; el

framework 2 presenta las bases C, T, C; el framework 3 presenta las bases G, T, T y el
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framework 3a las bases G, T, C (Tabla N° 1). Estas diferencias permiten una mejor
caracterizacion y visualizacion de las bandas correspondientes al perfil migratorio de
cada framework. Los fragmentos B, C y D contienen cada uno un sitio polimorfico
(codon 2 C/T, IVSII-16, y IVSII-666 respectivamente). La secuencia de los
oligonucle6tidos empleados para la amplificacion de cada fragmento del gen 3 globina y

el tiempo de corrida necesario para cada uno son descritos en la tabla 2.

Tabla 1. Composicion nucleotidica que define los polimorfismos neutrales del gen -
globina. (Segin Ghanem et al., 1992)

CODON2 IVSII-16 IVSII-74 IVSII-81  IVSII-666
Framework1 C C G C T
Framework2 C C T C T
Framework3 T G T T C
Framework 3a T G T C C

Fragmentos de DGGE:
B: Coddn 2; C: IVSII - 16; G: IVSII - 16, 74, 81; D: IVSII-666

Tabla 2. Secuencias de oligonucle6tidos para la amplificacion del gen 8 globina. (Segln
Ghanem et al., 1992)

Frag Secuencia de Oligonucleotidos Pb Hr

A AL 5’-TTTAGTGCAATTTGTACTGA-3’ 242 6
A2:5’-GCCCTGGCTCCTGCCCTCCC-3’+ 40 GC

B B1: 5’ -CAGGAGCAGGGAGGGCAGGA-3’+ 40 GC 307 6
B2: 5" -GTCTCCACATGCCCAGTTTC-3’

C Cl1: 5’ -GGTTTCTGATAGGCACTGAC-3’+ 60GC 404 8
C2: 5’ -CCTATTGACATGAACTTAACC-3’

D D1:5 -CTAATCTCTTTCTTTGATT-3’ 483 8
D2: 5’ -TGGACAGCAAGAAAGCGAGC-3’+ 45 GC

= El: 5 -GGTTGGGATAAGGCTGGATT-3’ 404 8
F: 5" -CACTGACCTCCCACATTCCC-3’

G G1:5’ - CTGGGCATGTGGAGACAGAG-3'+ 40 GC 474 7
G2: 5" -CACTGATGCAATCATTCGTC-3’
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PCR para secuenciacion de ADN gendmico

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pl, a la cual se le
afiadié buffer GoTaq flexi 1X (50 mmol-I* KCI, 10 mmol-I* Tris-HCI pH 8,3, 100
ug.ml™ gelatina), cloruro de magnesio (MgCl,) 2,5 mmol-I", dNTP’S 0,25 mmol-I?*, 10
pmol.ul™* de cada oligonucleétidos, Cl; (sentido) 5’-CACTGATGCAATCATTCGTC-3’
y PCOj; (antisentido) 5’-GCTGAGGGTTTGAAGTCCAA-3’, que abarcan desde la
posicion -238 hasta la +621), Taq polimerasa goTaq flexi 1,25 U y 100 ng de ADN
(Trabuchet et al.,1991).

La reaccion de PCR se realizo bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a
94°C por 1 min e hibridacién a 50 — 55°C por 1 min, de acuerdo al fragmento estudiado,
seguido de 30 ciclos consecutivos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacion a
50 — 55°C por 1 min y extension a 72°C por 2 min, con un periodo de extension final de
72°C por 5 min.

Posteriormente, las muestras fueron purificadas aplicando el protocolo PCR
Cleanup Column Kit de Maxim Biotech. Para ello, se mezclaron 3 volumenes del buffer
de union de membrana con 1 volumen de producto de PCR, se agitd y se agrego 1
volumen de Isopropanol, luego se mezcld por inversion durante 5 min. Se transfirio la
mezcla a la columna rotatoria dentro de un tubo de microcentrifuga de 2 ml y se

centrifugd por 1 min a 10 000 g.

Se transfirid la columna a un tubo de microcentrifuga nuevo y se agreg6 500 ul de
buffer de lavado, se centrifug6 por 1 min a 10 000 g. Se transfiri6é la columna a un tubo
de centrifuga de 1,5 ml y se le agreg6 60 ul de buffer de elusion, se dejé reposar por 1

min y se centrifugd por un min a 10 000 g

Se us6 un marcador de masa molecular (Low DNA Mass Ladder) mezclado con un
buffer de carga en una proporcion 4:1, los ng y concentracion de ADN de las muestras

se estimaron por comparacion con las bandas del marcador.
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Secuenciacién automatica de ADN gendmico

Las muestras fueron secuenciadas en un equipo automatizado ABI Prism 377,
utilizando el método de terminacion de cadena de Sanger et al. (1977). Este
procedimiento se realiz6 en el Centro de Secuenciacion de Acidos Nucleicos (CeSAAN)
del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).
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RESULTADOS

Estandarizacion de la extraccion de ADN gendmico

La extraccién de acidos nucleicos constituye la primera etapa de la mayoria de los
estudios de biologia molecular y de todas las técnicas de recombinacion de ADN. Antes
de implementar un método de extraccion especifico a cada una de las muestras, se
aplicaron dos técnicas de aislamiento para obtener un ADN puro y en gran cantidad.
Entre las técnicas aplicadas estuvieron el método de “salting out” propuesto por Miller
(1988) (fig. 2A) y el método de extraccion de Welsh y Bunce (1999) (fig. 2B).

Figura 2. A.- Electroforésis de ADN gendmico extraido con el método de Salting Out,
Miller (1988). B.- Electroforésis de ADN gendmico extraido con el método de Welsh y
Bunce (1999).

Diagnostico de hemoglobinopatias

Un total de 871 pacientes referidos por problemas de anemia al Laboratorio de
Investigacion de hemoglobinas Anormales del Hospital Universitario de Caracas fueron
estudiados empleando la técnica de cromatografia liquida de alta precision de
intercambio cationico (HPLC-CE) utilizando el programa g Thal Short, de los cuales el
48% de los casos fueron diagnosticados con hemoglobinopatias y el 52% restantes
presentaron Hb A, por lo que se infiere que el cuadro anémico en éstos era debido a
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otras causas. La hemoglobinopatia encontrada en mayor proporcién en este estudio fue

la variante estructural S, la  talasemia fue hallada en segundo lugar (Figura 3).

O Beta Talasemia
m Hb AS
O Hb AC
OHb SC
W Hb AF
O Hb SF
EHbS

O Hb AD
W Hb AFD
E Hb AFC
OHb SCF
O Hb ASF

Figura 3. Frecuencia de hemoglobinopatias detectadas por HPLC-CE en pacientes
referidos al Laboratorio de Investigacién de Hemoglobinas Anormales.

El diagnostico de la B talasemia se realizé tomando en cuenta el porcentaje de Hb
A, Hb A,, Hb F y los pardmetros hematoldgicos, encontrando 54 pacientes que cumplian

con estos criterios.

De los 54 pacientes no relacionados, a 36 de ellos se les realizo el analisis
molecular para definir el espectro de mutaciones por DGGE Yy secuenciacién de ADN

gendmico, y 18 pacientes B talasémicos se estudiaron para definir el catalogo para las

mutaciones -88 (C/T), CD39 (C/T) y IVSI-110 (A/G).

De los 36 pacientes estudiados para definir el espectro de mutaciones, 29 eran
portadores de un cuadro de B talasemia menor, un paciente presentd [} talasemia
intermedia y seis pacientes presentaban asociacion de la hemoglobina S con la B

talasemia (Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencia de los distintos tipos de beta talasemia detectadas por HPLC-CE

Diagnostico Numero de Pacientes Frecuencia
B Talasemia Menor 29 80,5
B Talasemia Intermedia 1 2,8
Hb S- B Talasemia tipo I 2 5,6
Hb S- B Talasemia tipo II 4 11,1
Total 36 100,00%

Para el estudio por DGGE, el gen  globina, fue dividido en seis fragmentos de

manera de localizar la mutacion dentro del gen.

Los patrones electroforéticos obtenidos por DGGE en 36 pacientes no relacionados
son mostrados en las figuras 4, 5, 6, 7, 8 y 9. En cuatro pacientes se localizé la
mutacion en el fragmento A, en siete pacientes en el fragmento B, en 9 pacientes en el
fragmento C, en tres pacientes en el fragmento D, en 1 paciente en el fragmento F, en
dos casos el analisis sugiere la presencia de una delecion, diez pacientes aun presentan

andlisis incompleto del gen B globina por DGGE.

El gen B globina humano normalmente presenta secuencias polimorficas llamadas
framework. Cinco posiciones especificas han sido mapeadas, definiendo cuatro
frameworks: 1 (Fr 1), 2 (Fr 2), 3 (Fr 3), 4 (Fr 3a). Para determinar el framework del gen
B globina, las muestras fueron primero amplificadas mediante la técnica de PCR,
utilizando los oligonuclettidos G1 y G2, los cuales generan un fragmento que incluye

tres de los cinco polimorfismos (nt 16, 74 y 81 de la IVS-II).

Las secuencias polimorficas obtenidas en cada uno de los pacientes estudiados
fueron tomadas como referencia para el posterior analisis del correspondiente patron
electroforético generado por los fragmentos B, C, y D debido a que cada uno de ellos
contienen alguno de los sitio polimorficos que definen estos frameworks (codén 2 C/T,

20



IVS2 nt 16 C/G, IVS2 nt 666 T/C, respectivamente. Las secuencias polimdrficas
obtenidas en cada uno de los pacientes estudiados fueron tomadas como referencia para
el posterior estudio del gen B globina por secuenciacion automatizada de ADN

gendémico (Tabla 4).

Analisis del gen B globina por DGGE

10%

60%

FW: 1/1 2/3a 1/3 1/1 1/2 1/2

Figura 4. Patrones electroforéticos mostrando la combinacién de los polimorfismos del
ADN en el fragmento G de los pacientes analizados por DGGE. Lineas 1 y 4: pacientes
mostrando un frente de corrida 1/1, Linea 2: paciente mostrando un frente de corrida
2/3a, Linea 3: paciente mostrando un frente de corrida 1/3. Lineas 5 y 6: pacientes
mostrando un frente de corrida 1/2,
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Figura 5. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento A de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 2, 4 y 5: ADN homoduplex de pacientes analizados en el
fragmento A. Linea 3: ADN heterodlplex de un paciente mostrando la presencia de una

mutacion.

30%

80%

Figura 6. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento B de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 2, 3: ADN homoduplex de pacientes analizados en el fragmento B.
Lineas 4 y 5: ADN heteroduplex de pacientes analizados por DGGE en el fragmento B.
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Figura 7. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento C de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 4, y 5. ADN homoduplex de pacientes analizados en el fragmento
C. Linea 3. ADN heteroduplex de un paciente analizado por DGGE.

10%

60%

Figura 8. Patrones electrotoreticos del ADN en el fragmento D de pacientes analizados
por DGGE. Linea 1: ADN HeterodUplex de un paciente analizado en el fragmento D.
Lineas 2, 3, 4, y 5: ADN homoduplex de pacientes analizados en el fragmento D por
DGGE.

- 10%

60%

Figura 9. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento F de pacientes analizados
por DGGE. Lineas 1, 2, 4 y 5: ADN homoduplex de pacientes analizados en el
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fragmento F. Linea 3: ADN heteroduplex de un paciente mostrando la presencia de una
mutacion.

En la tabla 4 se muestra el analisis de los resultados obtenidos por DGGE en los 12
pacientes no relacionados a los cuales se les detect6 la mutacidn presente.

Tabla 4. Analisis de los resultados obtenidos por DGGE en pacientes no relacionados.
Los patrones anormales observados permiten la localizacion de la mutacion para ser
identificadas por secuenciacion automatica de ADN gendmico.

Muestras DGGE G DGGEA DGGEB DGGEC DGGED Secuenciar

78782 2/2 1 banda Homod Heterod Homod C
78304 1/1 1 banda Homod Heterod Homod C
79561 1/3a Heterod Heterod — -----------  —mmmmmeee A
79969 1/1 1 banda Homod Heterod Heterod C
76489 2/2 Heterod Homod Homod  ------—-- A
76492 2/3 Heterod Heterod Homod Homod A
80240 1/2 1 banda heterod Homod Homod B
80272 1/1 1 banda Homod Heterod Homod C
81132 1/3a 1 banda Heterod Heterod Homod D
81179 2/3a 1 banda Homod — ---—---—--- = e B
80974 1/2 Heterod Heterod Homod Homod A
79747 172 - Heterod Heterod Heterod C

*Homo: Homoduplex *Hetero: Heteroduplex

Identificacién de mutaciones por secuenciacion de ADN gendmico.

En el analisis de los esferogramas obtenidos por secuenciacion automatica de ADN
genomico, se evidencia la presencia de las mutaciones -86 (G/C), IVSII-1 (G/T), IVSI-
110 (G/A), IVSI-5 (G/A) en 12 pacientes no relacionados (Figuras 10, 11, 12,13 y 14).

G e} T G e} C T

MMAMEMA

Figura 10. Esferogramas del analisis de secuencias del gen  globina donde se muestra la
presencia de la mutacion -86 (G/C). La flecha indica la heterocigocidad para la
_>
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sustitucion G C en la posicion -86 del gen B globina. (A) cadena sentido (B) cadena
antisentido.

270 40
[ A G G T T €] A C T C a C C C

Figura 11. Esferogramas del analisis de secuencias del gen  globina del paciente uno, se
muestra la presencia de la mutacion IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad
para la sustitucion G *T en la posicion IVSII-1 del gen B globina. (A) cadena sentido
(B) cadena antisentido.

Figura 12. Esferogramas del analisis de secuencias del gen [ globina del paciente dos, se
muestra la presencia de la mutacién IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad
para la sustitucion G T en la posicion IVSII-1 del gen B globina. (A) cadena sentido
(B) cadena antisentido.
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B

Figura 13. Esferogramas del analisis de secuencias del gen B globina del paciente tres, se
muestra la presencia de la mutacion IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad
para la sustitucion G®T en la posicion IVSII-1 del gen B globina. (A) cadena sentido (B)
cadena antisentido.

280

T T G G T c pc S 2 T a
B

A

Figura 14. Esferogramas del analisis de secuencias del gen B globina donde se muestra la
presencia de la mutacion 1VSI-110 (G/A). La flecha indica la heterocigocidad para la
sustitucion G»A en la posicion IVSI-110 (G/A) del gen B globina. (A) cadena sentido
(B) cadena antisentido.
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Figura 15. Esferograma del analisis de secuencias del gen B globina donde se muestra la
presencia de la mutacion 1VSI-5 (G/A). La flecha indica la heterocigocidad para la
sustitucion G»A en la posicion 1VSI-5 del gen 8 globina.

Tabla 5. Mutaciones, tipos, origen y frameworks estudiados por DGGE y secuenciacién
automatizada de ADN genomico en pacientes no relacionados.

Muestras Framework Mutaciones Tipo  Origen
79561 1/3a -88 (CIT) B+ Africano
76489 2/2 -86 (G/C) B+ Asiético
76492 2/3 -86 (G/C) B+ Asiatico
80974 1/2 -86 (G/C) B+ Asiético
80240 1/2 IVSI-5 (G/A) B+ Mediterraneo
80272 1/1 IVSI-110 (G/A) B+ Mediterraneo
78304 1/1 IVSI-110 (G/A) B+ Mediterraneo
79969 1/1 IVSI-110 (G/A) B+ Mediterraneo
78782 2/2 IVSII-1 (G/T) Bo Africano
79747 1/2 IVSII-1 (G/T) Bo Africano
81132 1/3a IVSII-849 (A/IG)  Po Africano
81179 2/3a CD 39 (C/T) Bo Mediterraneo

En 12 pacientes no relacionados se logro identificar mutaciones por secuenciacion
automatizada de ADN genomico. Las mutaciones fueron la -88 (C/T) en un paciente, la -
86 (G/C) en tres pacientes, la IVSI-5 (G/A) en un paciente, la IVSI-110 (G/A) en tres
pacientes, la IVSII-1 (G/T) en cuatro pacientes, de los cuales tres estan relacionados (Fig
11, 12, 13); la CD 39 (C/T) en un paciente y la IVSII-849(A/G) también en un paciente
(tabla 5).
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La mutacion 1VSII-1 (G/T) se encontré en estado doble heterocigoto Hb S-B°
talasemia, esta misma mutacién también se encontrd en estado heterocigoto en la hija de
la paciente y en una hermana con diagnéstico Hb S-p° talasemia. Es la primera vez que
se reporta esta mutacion p talasémica en nuestro pais, por ello la importancia de realizar
el estudio familiar (figura 12, 13,14).

En los pacientes estudiados se identificaron siete mutaciones puntuales distintas,
de las cuales tres mutaciones son de origen Africano, tres mutaciones de origen
Mediterraneo y una de origen Asiatico (tabla 8). Las mutaciones mas frecuentes fueron
la -86 (G/C) y la IVSI-110 (G/A), seguida de la mutacién IVSII-1 (G/T), existen
pacientes que aun permanecen en estudio pero ya han sido ubicadas las zonas dentro del
gen donde se encuentra la mutacion (tabla 6).

Tabla 6. Frecuencia de las mutaciones 3 talasémicas en pacientes no relacionados.

Mutaciones No. Alelos Frecuencia (%)
-86 (G/C) 3 8,3

-88 (C/T) 1 2,8

IVSI-5 (G/A) 1 2,8

IVSI-110 (G/A) 3 8,3

IVSII-1 (G/T) 2 5,6

IVSI1-849 (A/G) 1 2,8

CD 39 (C/T) 1 2,8

No Identificados 24 66,6

Total 36 100

En la tabla 7 se detallan los porcentajes de las diferentes hemoglobinas detectadas por

HPLC-CE, de acuerdo al genotipo y al tipo de mutacion presente.
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Tabla 7. Porcentajes de hemoglobinas en pacientes con beta talasemia en pacientes
relacionados

Genotipo HoA (%) HbA2(%) HbF (%)  HbS (%)
-88 (C/T)/N 78.9 5.7 6.6

-86 (G/C)/N 82 5.9 15

-86 (G/C)/N 83.8 6.3 16

-86 (G/C)/Hb S 20.3 6.7 3.8 66.2
IVSI-5 (G/A)/N 81.6 4.4 1.4

IVSI-110 (G/A)/N 79.4 4.4 2.4

IVSI-110 (G/A)/N 76.9 4.7 7.4

IVSI-110 (G/A)/N 78.6 4.7 8

IVSII-1 (G/T)IN 78.6 4.7 8

IVSII-1 (G/T)/Hb S 2.0 7 6.8 83.4
IVSII-1 (G/T)IN 85.2 5.9 1.1

IVSI1-849 (A/G)/N 82.6 6 1

CD 39 (C/T)/N 83.3 6.1 1.2

Las mutaciones causantes de la 3 talasemia identificadas en este estudio afectan los
procesos de transcripcion, procesamiento y traduccion del ARN mensajero en cadenas
globina, lo que impide la expresion correcta del gen B globina. Entre las mutaciones que
afectan el proceso de transcripcion se encuentran la -86 (G/C) y la -88 (C/T). Entre las
mutaciones que afectan el procesamiento del ARN mensajero estan las mutaciones
localizadas en el primer y segundo intron del gen B globina: IVSI-5 (G/A); 1VSI-110
(G/A); IVSII-1 (G/T); IVSII-849 (A/G). Entre las mutaciones que afectan el proceso de
traduccion del ARN mensajero destaca la mutacion CD 39 (C/T), la cual introduce un

coddn de terminacidn para la traduccion del ARN mensajero (tabla 8 y figura 16).

En la figura 16 se ilustra la localizacion de las mutaciones encontradas en este
estudio. Las mutaciones -86 (G/C) y -88 (C/T) afectan la region promotora del gen 3
globina; las mutaciones IVSI-5 (G/A), IVSI-110 (G/A) afectan el primer intrén del gen;
las mutaciones IVSII-1 (G/T) y la IVSII 849 (A/G) afectan el segundo intron del gen; la
mutacion CD 39 (C/T) afecta el segundo exon.
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EX1 IVS1 EX2 IVS 2 EX3

-88 (C/T) IVSI- 5 (G/A) IVSII 1(GIT) I

-86 (G/C) CD 39 (C/T) IVSII-849 (A/G)
IVSI-110 (G/A)

Figura 16. Localizacion esquematica de las mutaciones del gen 3 globina encontradas en
este estudio.

Tabla 8. Clasificacion de las mutaciones P talasémicas identificadas en este estudio
segun su clase, tipo y origen.

Mutaciones Tipo Origen
Mutaciones que afectan el proceso de transcripcion:

-88 (C/T) B+ Africano
-86 (G/C) B+ Asiatico

Mutaciones que afectan el procesamiento del ARN:
Mutaciones en los sitios de corte y empalme

IVSI-5(G/A) B+ Mediterraneo
IVSI-110(G/A) B+ Mediterraneo
IVSII-1(G/T) B0 Africano
IVSII-849(A/G) B0 Africano

Mutaciones que afectan el proceso de traduccion:
Mutaciones sin sentido
CD 39 (C/T) B0 Mediterraneo

Determinacion del catalogo para las mutaciones CD39(C/T), 1VSI-110 (G/A) y -88
(CIT).
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El catalogo de mutaciones se realiz6 para determinar la asociacion de cada una de
las mutaciones estudiadas con un Framework especifico; donde el perfil de migracion
dependera de la combinacidn polimdrfica presente. Los patrones electroforéticos para

cada mutacion estudiada son presentados en las tablas 9, 10 y 11.
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Tabla 9. Perfil de migracion obtenido por DGGE en pacientes con la mutacién CD 39
(CI).

COD HPLC DGGEG DGGEA DGGEB DGGEC DGGED DGGEF

80274 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo
80997 AA2 2/3a Homo Hetero Hetero ---------- Homo
80390 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo
80684 AA2 1/2 Homo Homo Hetero Homo Homo
80261 AA2F 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo
89383 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo

*Homo: Homoduplex
*Hetero: Heteroduplex

Los patrones electroforéticos obtenidos de los seis pacientes talasémicos
diagnosticados con la mutacion CD 39 (C/T) muestran que un 66,6% presentan
asociacion con el patron de migracion electroforético 1/1, un 16,6% presentan una
asociacion con el patrén de migracion electroforético 1/2 y un 16,6% muestra una

asociacion al patron de migracion electroforético 2/3a.

Tabla 10. Perfil de migracion obtenido por DGGE en pacientes con la mutacion IVSI-
110 (G/A).

COD HPLC DGGEG DGGEA DGGEB DGGEC DGGED DGGEF

79969 AFA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo
80272 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo
76115 AFA2 1/2 Homo Homo Hetero Hetero Homo
76089 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo
76071 AFA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo
76091 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo

*Homo: Homoduplex
*Hetero: Heteroduplex

Los patrones electroforéticos obtenidos de los seis pacientes talasémicos
diagnosticados con la mutacion 1VSI-110 (G/A) muestran que un 83,3% presentan
asociacion con el patron de migracion electroforético 1/1 y un 16,7% muestran

asociacion con el patrén de migracion electroforético 1/2.
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Tabla 11. Perfil de migracion obtenido por DGGE en pacientes con la mutacion -
88(C/T) analizados por DGGE.

COD HPLC DGGEG DGGEA DGGEB DGGEC DGGED DGGEF
78816 AAZ2 212 Hetero Homo Homo Homo Homo
77362 AFA2 2/3a Hetero Hetero  ---------- Hetero Homo
81066 AAZ2 1/2 Hetero Homo Homo Homo Homo
77307 AFA2 2/3a Hetero Hetero Hetero Hetero Homo
79327 AFA2 2/3a Homo Hetero Hetero Hetero Homo
80342 AA2 1/2 Hetero Homo Homo Homo Homo

*Homo: Homoduplex
*Hetero: Heteroduplex

Los patrones electroforéticos obtenidos de los seis pacientes talasémicos

diagnosticados con la mutacion -88 (C/T) muestran que un 50% mostraron asociacion

con el patron de migracion electroforético 2/3a., un 33,3% muestran una asociacion con

el patron de migracion electroforético 1/2 y un 16,6% con el patrén de migracion

electroforético 2/2.
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DISCUSION

La primera etapa de este estudio consistio en la estandarizacion de un protocolo de
extraccion del acido desoxirribonucléico gendmico con el fin de obtener una solucién de
ADN de concentracion y pureza 6ptima para el estudio por biologia molecular. Para ello,
se estandarizaron dos protocolos, el protocolo de “salting out” propuesto por Miller et
al. (1988), vy el otro fue una modificacion del “salting out” (Welsh y Bunce, 1999). Este
ultimo fue el método seleccionado, donde la proteinasa K fue sustituida por una serie de
lavados con cloroformo, para provocar un choque hidrofobico con la posterior
naturalizacion de las proteinas. Este método es sencillo, practico, econémico y permite
obtener una gran cantidad de ADN de alta pureza y rendimiento en poco tiempo (Celaya,
2008).

La extraccion se hizo a partir de leucocitos de sangre periférica y se empled un
procedimiento de lisis idoneo que consistié en un equilibrio de técnicas que fueron lo
suficientemente suaves para preservar el acido nucleico protegiéndolo de la degradacion,
pero lo suficientemente fuertes para romper la membrana celular y nuclear.

Uno de los obstaculos encontrados al extraer el ADN fue lograr una eficaz
desproteinizacion celular e impedir la degradacion. Por otro lado, la desventaja de
utilizar solventes organicos potencialmente tdxicos como el fenol e isoamilcloroformo
radica en la utilizacion de condiciones de méxima seguridad durante la extraccion.

Estudio molecular de la  talasemia

Estudios a nivel molecular han permitido dilucidar el origen y formas de
transmision de algunas enfermedades de origen genético entre las que se pueden
mencionar las talasemias, con el fin de ofrecer un diagndstico, tratamiento y formas de

prevencion a cada una de las personas que resulten con esta patologia.

La B talasemia es un grupo de alteraciones congénitas de caracter autosomico
recesivo extremadamente heterogéneas desde el punto de vista clinico, hematoldgico y
genético, observadas principalmente en personas de origen mediterraneo, Africano,

Asiatico y en sus descendientes; es caracterizada por una reduccion total o parcial de la

34



sintesis de una o mas subunidades B de la molécula de hemoglobina. Esta reduccion
varia en cada paciente lo que hace a la § talasemia clinica y molecularmente compleja, la
prediccion del fenotipo a partir del genotipo ha proporcionado importantes aportes para
el consejo geneético y diagndstico prenatal, asi como el establecimiento del tratamiento

apropiado.

Clinicamente, los pacientes [ talasémicos cursan con anemia, MIiCrocitosis,
hipocromia y en algunos casos niveles elevados de hemoglobina A, y hemoglobina fetal,
por lo que la determinacion de los niveles de estos parametros se ha convertido en la
forma mas idonea para su diagndstico. Los pacientes estudiados en la presente
investigacion presentaron niveles de hemoglobina A, entre 4,4 — 7,2%, a excepcion de
un paciente cuyo valor de hemoglobina A, estaban dentro del rango normal. Sus
sintomas pueden variar desde un individuo asintomatico con anemia leve, hasta aquel
con debilidad, cansancio, palidez e ictericia. Existen otras manifestaciones clinicas que
dependen de la severidad de la enfermedad, como lo son las deformaciones dseas en

individuos con talasemia mayor (Weatherall y Clegg, 1996).

La fisiopatologia de la [ talasemia basicamente esta relacionada con la
disminucién de la sintesis de las cadenas B de la hemoglobina y la precipitacion de
cadenas o en forma de inclusiones que dafian la membrana eritrocitaria provocando
eritropoyesis inefectiva y la lisis de los glébulos rojos, caracteristica principal de esta
enfermedad (Weatherall y Clegg, 2001), dando como resultado eritrocitos pequefios y
palidos, por lo que la deteccion de esta enfermedad desde el punto de vista clinico esta
basada generalmente en la determinacion de los valores del volumen corpuscular medio

(VCM) y de la concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM).

La disminucion de la sintesis de las cadenas de globina puede variar expresando
distintos sintomas B talasémicos; se han propuestos varios mecanismos patofisioldgicos
entre los que destacan una disminucion o produccion anormal del ARN mensajero con

una 0 mas sustituciones en los codones provocando un retraso en la iniciacion,
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elongacion o terminacion disminuyendo asi la transcripcion de la nueva cadena

globina.

En la B talasemia, las mutaciones se dan en distintas zonas del gen, afectando
distintos procesos durante la sintesis de la proteina. Es regionalmente especifica,
producida en un 95% por mutaciones puntuales; aproximadamente 200 mutaciones
puntuales distintas a nivel mundial han sido descritas y 14 deleciones causantes de este

trastorno con un espectro especifico en cada region (Rahimi et al., 2006).

Las talasemias se describieron en Venezuela en 1957, tanto en italianos residentes
(Romer, 1958) como en la poblacion nativa (Arends, 1960). En estudios de mas de
cuatro decadas, Arends (1962, 1963, 1969, 1971b), Arends et al. (1987, 1990), y Arends
et al. (1998, 2000) demostraron que la o y B talasemia menor estaban asociadas a las
hemoglobinas S y C, y a la esferocitosis hereditaria. Esto fue encontrado en familias con
ancestros de origen italiano, francés y espafiol, asi como también en familias nativas,
producto de la mezcla de los tres troncos raciales: indigenas, africanos y caucasicos con

una frecuencia beta talasémica estimada en 1,4% (Arends, 1984).

La frecuencia  talasémica en poblaciones indigenas, de origen africano y mestizas
reportada por Arends, (1984) fue de 1,4%. La frecuencia encontrada en este estudio fue
de 1,8%, obtenida empleando el HPLC-CE como herramienta de estudio de variantes
hemoglobinicas y P talasemia. La ventaja de este método en comparaciéon con los
métodos convencionales de electroforesis de hemoglobina radica en poder separar y
cuantificar las diferentes fracciones de hemoglobinas normales y anormales asi como la
cuantificacion de Hb A, , realizada anteriormente por cromatografia en micro-columna,
ademas, permite diferenciar la Hb A, de la Hb C, obteniendo un patrén de resolucion
completamente diferente. Con el método convencional de electroforesis a pH alcalino,
estas hemoglobinas migran en la misma posicidn, dificultando un diagnostico acertado
acerca de la B talasemia presente y su asociacion con otras hemoglobinopatias, por lo
que era imposible la clasificacion de los pacientes doble heterocigoto Hb S-p Tal de

acuerdo a los niveles de Hb A.
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En estudios realizados por Bravo et al. (2008), aplicando distintas técnicas de
biologia molecular, como la ARMS-PCR (oligonucleétidos alelo especifico) (Fortina et
al., 1992; Old et al. 1990), Reverse Dot blot (sondas alelo-especificos) (Maggio et al.,
1993), analisis con enzimas de restriccion, entre otras, encontraron que las mutaciones
beta talasémicas més frecuentes en Venezuela fueron la CD 39 (C/T) 35,1%, la IVS1-1
(G/A) 11,5%, la IVSI-6 (T/C) con 6,9% y la IVS1-110 (G/A) 6,9%, todas éstas de
origen mediterraneo y las mutaciones de origen africano, la 1VSII-849 (A/G) 6,9%, -29
(A/G) 5,3%, -88 (C/T) 5,3%.

Sin embargo, debido a que esta enfermedad es muy diversa a nivel molecular con
una continua aparicion de alelos poco frecuentes, se aplicd una estrategia de estudios
para la deteccion de mutaciones como las técnicas de electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) que esta basada en la separacion de la doble cadena del ADN
mediante un gradiente desnaturalizacion proporcionando diferencias migratorias entre
moléculas con secuencias distintas, complementada con la secuenciacion de ADN
genomico para la identificacion de polimorfismos y mutaciones 3 talasémicas en el gen

beta globina.

La técnica de DGGE tiene la ventaja de detectar cambios de bases en la molécula
de ADN, siendo una de las méas confiables para ser aplicada en este campo de la
investigacion. Esta ha sido aplicada exitosamente en China, norte de Europa, Sardinia y
en poblaciones del Mediterraneo (Cai y Kan, 1990; Loosekot et al., 1990; Rosatelli et
al., 1992).

Por medio de la técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante y
secuenciacion automatizada de ADN gendmico se logro la deteccion e identificacion de
las mutaciones de origen africano -86 (G/C), encontrandose en un 8,3%, la mutacion -88
(C/T) representando, un 2,8% del total de mutaciones encontradas. Estas mutaciones
afectan el proceso de transcripcion del gen beta globina. También se encontraron
mutaciones de origen mediterraneo, la IVSI-5 (G/A) con un 2,8%, la IVSI-110 (G/A)
con 8,3%, la IVSII-1(G/T) con 5,6%, la IVSII-849 (G/A) con 2,8%, todas estas
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mutaciones afectan el procesamiento del ARNm; la CD 39 (C/T) se encontré en un 2,8%
de los casos, esta mutacion introduce un coddn de terminacion y afecta el proceso de
traduccion del ARN. Todas estas mutaciones fueron descritas anteriormente por otros

autores en paises europeos Yy el continente africano.

La mayoria de la poblacion venezolana es producto de la mezcla de indigenas,
colonos espafioles y esclavos africanos, pero con la posterior contribucion de
inmigrantes italianos, espafioles y portugueses, la poblacion se ha vuelto multirracial.
Algunos navios de esclavos vinieron directamente de Africa a Venezuela y mas tarde los
esclavos fueron traidos como consecuencia de transacciones licitas comerciales con las
Antillas, para servir en la agricultura y trabajos mineros. También llegaron esclavos
fugitivos provenientes de Curazao y Trinidad que permanecieron libres en la selva, eran
muy agresivos y eran llamados “negros cimarrones”, quienes mas tarde formaron
comunidades aisladas que ain hoy en dia se encuentran en las montafias. Igualmente,
durante el tiempo de la esclavitud proliferé en Venezuela el trafico ilegal de africanos a

tierra firme (Acosta-Saignes, 1967).

No se ha demostrado que los sindromes talasémicos tengan algin origen en
poblaciones Sudamericanas, por lo que esta heterogeneidad molecular observada en la
poblacion Venezolana esta intimamente ligada a la colonizacion, donde los esparioles y
los negros africanos fueron los dos grupos inmigratorios mas importantes en la
conformacién de la poblacion venezolana después del descubrimiento, conquista y
colonizacion; intensificandose la presencia de estos ultimos con el desarrollo creciente
de las plantaciones de cacao en las zonas costeras introduciendo en el pais las variantes
hemoglobinicas S y C, las cuales son francamente patologicas. La variante S se
encuentra en alto porcentaje, en algunas poblaciones aisladas mostrando un patrén de
distribucion ligado al desplazamiento de las poblaciones dentro del pais; se ha estimado
su frecuencia hasta un 19% en algunas poblaciones de origen africano (Arends et al.,
1978; Arends, 1971a; Salazar-Lugo, 2004).
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La B talasemia puede estar asociada frecuentemente a variantes hemoglobinicas
como la Sy la C. En este sentido, Arends et al. (1998) observaron un gran nimero de
pacientes doble heterocigotos Hb S-B talasemia en la poblacién venezolana,
determinando la presencia de los tres fenotipos propuestos por Weatherall et al. (1981),
dependiendo del porcentaje de hemoglobina A presente, Hb S-p talasemia tipo I cuando
se encuentra porcentajes de Hb A en rangos de 10-15%, Hb S-B talasemia tipo II cuando
se hallaba la hemoglobina A en valores de 15-30% y el Hb S-p° talasemia donde no hay
produccion de Hb A, presentando mayor severidad de la enfermedad debido a la
presencia de grandes cantidades de Hb S, lo que conduce a la aparicion del fendmeno de

siclemia.

La variabilidad clinica de los pacientes Hb S-B talasemia puede estar determinada,
en parte, por el tipo de mutacion B talasémica presente ya que existen mutaciones
supresoras (B°) y mutaciones que disminuyen la sintesis de las de cadenas B globina (B"),
de alli la importancia de determinar el tipo de mutacion B talasémica presente en cada
caso. En este estudio se encontré que aproximadamente el 66,6% de los pacientes Hb S-
B talasémicos fueron clasificados dentro del grupo de los S B* talasemia tipo Il y un

33,4% fueron del tipo S B* talasemiatipo I.

En uno de los pacientes catalogados como Hb S-f talasemia tipo II se determind
que la mutacion f talasémica que presentaba era la -86 (G/C), dicha mutacion es de tipo
B*, localizada en el nucledtido -86 relativo con el sitio CAP ubicado en la region
promotora afectando el proceso de transcripcion del gen beta globina disminuyendo la
unién de factores de transcripcion, lo que provoca niveles bajos de Hb A cuando se
encuentra asociada a la variante estructural S. Esta mutacién es de origen
asiatico y su mayor frecuencia ha sido reportada en el Libano y Tailandia en
0,24% (Thein, et al., 1990).

Por otra parte, la expresion clinica de los pacientes doble heterocigotos Hb S-f
talasemia esta también relacionada con la expresion de los genes y globina que producen

un incremento en los niveles de la hemoglobina fetal presente (Schiliro et al., 1995). En
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este estudio se observé un amplio rango de niveles de Hb F en los grupos de pacientes
Hb S [ talasemia encontrdndose los niveles mas elevados en los pacientes

diagnosticados como S-f talasemia tipo I.

La mutacion -88 (C/T) es de tipo B*y afecta el nucledtido -88 relacionado de igual
forma con el sitio CAP ubicado en la regién promotora, disminuyendo la tasa de
transcripcion del gen beta globina, ya que disminuye la uniéon de los factores de
transcripcion (Orkin et al., 1984; Gonzalez Redondo et al., 1988). En el fenotipo del
heterocigoto se evidencia los tipicos rasgos talasémicos, mientras que la condicion del
individuo homocigoto es caracterizada por una relativa talasemia intermedia. Los altos
valores de hemoglobina A, y hemoglobina F reflejan la inadecuada union de los factores

de transcripcion a la region promotora del gen beta globina.

Los niveles de hemoglobina A observados en pacientes con Hb S- B talasemia
depende de la mutacion [ talasémica presente. La mayoria de las personas con
ascendencia africana presentan las mutaciones en la region promotora causando una leve
reduccion en la produccion de las cadenas beta globina, asociada a niveles de
hemoglobina A en un 20% (Gonzélez-Redondo et al., 1988).

La mutacion IVSI-5 (G/A) es de tipo B* y afecta el proceso de corte y empalme del
ARN, generando defectos en el sitio 5’. Estd encontrada en el subcontinente Indio,
siendo la mutacién con més prevalencia alrededor de Pakistan e India y su distribucion
varia de manera radical de un pais a otro. En espafioles se ha reportado una frecuencia de
0,93%, en poblaciones de Algeria en un 0,90% al igual que en Tunisia (Lapouméroulie
et al., 1986).

La mutacion IVSI-110 (G/A) es de tipo B’ y afecta el proceso de corte empalme,
generando defectos en el sitio 3’ del donante. Provoca la reduccion de hasta un 90% de
la sintesis de la cadena [ globina, requiriéndose transfusiones periodicas a los pacientes
homocigotos. En paises como Grecia, Turquia y Macedonia se ha reportado esta

mutacion con mas de un 42% del total de alelos talasémicos.
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La mutacion IVSII-1 (G/T) es de tipo B°, fue reportada por Giordano
(comunicacion personal, 2007), hallandola asociada a la mutacion -88 (C/T) en una nifia
de 13 afios de Surinam. En este estudio se reporta el hallazgo de esta mutacion en la
poblacion venezolana, fue diagnosticada en cuatro pacientes, de los cuales tres estaban
relacionados. En dos de estos pacientes en estado heterocigoto y en dos pacientes se
encontr6 asociada a la variante estructural S, provocando un fenotipo de Hb S-B

talasemia tipo 0.

La mutacion 1VSII-849 (A/G) es de tipo B°, en personas de raza negra con J
talasemia es hallada en el 2,34% de los casos, esta mutacion ocurre en uno de los
dinucleotidos invariables AG necesario para el empalme correcto del ARN mensajero, al
ser suprimido este proceso no existe produccién de un ARN normal (Antonarakis et al.,
1984).

La mutacion CD39 (C/T) esta localizada en el coddn 39 del segundo exdn del gen
B globina, es del tipo B° y afecta el proceso de traduccion del ARNm introduciendo un
coddn de terminacion produciendo una proteina no funcional. Estudios realizados en
Italia por Rosatelli (1992) indican que esta mutacion representa el 95,7% del total de las

mutaciones causantes de § talasemia en este pais.

El perfil migratorio obtenido en cada uno de los pacientes para las distintas
mutaciones estudiadas en el catdlogo de mutaciones varia de acuerdo al polimorfismo
presente. Es de esperarse que en pacientes con la misma mutacion, y presenten igual
polimorfismo, mantengan similares perfiles de migracion en el fragmento del gen
estudiado.

No todas las mutaciones poseen un polimorfismo especifico, la mutacion -88 (C/T)
estd asociada con el framework 1 en poblaciones mediterraneas, al framework 3a en
poblaciones asiaticas y al framework 2 en poblaciones Africanas (Losekoot et al., 1992).

En esta ocasion, como era de esperarse, la mutacién -88 (C/T) se encontrd asociada

al framework 2, debido a que es una mutacién de origen africano, confirmando, una vez
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mas, que la poblacion venezolana tiene un alto componente africano en su pool de
genes.

La mutacion IVSI-110 (G/A) se observa asociada al framework 1, tal como lo
sefialan estudios realizados por Moreira et al. (1997), quien mediante secuenciacion
automatizada de 225 cromosomas de individuos de ascendencia mediterranea, demostrd
la correlacion entre de la mutacion 1VSI-110 con este polimorfismo.

La mutacion CD39 (C/T) se observa asociada al framework 1 y en algunos casos al
framework 3, tal como lo sefialan estudios realizados por Moreira et al. (1997), quien
mediante secuenciacion automatizada de 225 cromosomas de individuos de ascendencia
mediterranea, demostro la correlacion entre la mutacion CD 39 y los frameworks 1y 3.

La combinacion de la PCR con subsecuentes técnicas analiticas como la
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante, han probado ser particularmente
utiles en la deteccion de mutaciones responsables de enfermedades genéticas. Estas
técnicas son utilizadas para determinar el area del gen en la cual estd localizada la
mutacion, la misma region que subsecuente sera amplificada y secuenciada.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE) es un método apropiado para la separacion de
cadenas de ADN que difieren de pequefios cambios nucleotidicos permitiendo la
deteccién de la mutacion en el gen beta globina humano. La localizacion de las
mutaciones dentro del gen B globina evita la secuenciacion del gen en todos los casos,
ademas, permite el analisis simultaneo de varios fragmentos con el fin de que en pocas
corridas electroforéticas se estudie el gen en completo.

Ademas de las aplicaciones directas para la deteccién de mutaciones puntuales
responsables de enfermedades genéticas, la DGGE también ha proporcionado grandes
avances en estudios genéticos relacionados con el diagnostico de enfermedades
genéticas.

El costo de los analisis moleculares es relativamente elevado y por esto, las
estrategias de deteccion de las mutaciones deben ser establecidas de acuerdo a cada pais.
Por esta razon, es recomendable hacer un estudio inicial de mutaciones basicas (las méas

frecuentes) en los pacientes de una poblacion, y de resultar negativo este analisis, se
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debe proceder al estudio del gen por métodos analiticos como la DGGE y secuenciacion
de ADN gendmico.
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CONCLUSIONES

La técnica cromatografia liquida de alta afinidad (HPLC-CE) permite analizar y
cuantificar simultaneamente las Hb A, Hb A2 y Hb F, asi como alguna variante de
hemoglobina, en una sola preparacion, lo cual se traduce en un menor tiempo y mayor
economia, ademas, es el Unico método que permite diferenciar a la Hb A2 de la Hb C,

obteniendo un patron de resolucion completamente diferente.

Por medio de la DGGE y secuenciacion automatizada de ADN gendmico se
detectaron e identificaron siete mutaciones puntuales, tres de origen Africano, tres de

origen Mediterraneo y una de origen Asiatico.

El origen de las mutaciones [ talasémicas detectadas en la poblacion Venezolana
pone una vez mas en manifiesto la existencia de los distintos troncos raciales

encontrados en nuestro pais.

Después de la variante estructural estructural S, la B talasemia es la segunda

hemoglobinopatia con mas frecuencia en Venezuela.
En este estudio aproximadamente el 6% de los paciente Hb S-fB talasemia
pertenecian al grupo de los S-p talasemia tipo I y un 12 % fueron de tipo S-p talasemia

tipo I1.

La variabilidad clinica de los pacientes talasémicos y la de los pacientes asociados

a variantes estructurales depende del tipo de mutacion B talasémica.

En la poblacion venezolana, la mutacién -88 (C/T) esta asociada al perfil de

migracion electroforético 2, poniendo de manifiesto nuestra ascendencia africana.
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La mutacion CD 39 (C/T) se halla asociada al perfil de migracion electroforético

La mutacion IVSI-110 (G/A) esta asociada al perfil de migracion electroforética 1.
La combinacion de la DGGE con la secuenciacién de ADN genémico forman una

de las herramientas mas confiables para el diagndstico de mutaciones causantes de [

talasemia.
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El estudio del gen B globina ha proporcionado grandes aportes al conocimiento de desérdenes genéticos
hereditarios, tales como la § talasemia, las variantes hemoglobinicas y la persistencia hereditaria de la
hemoglobina fetal; al mismo tiempo ha facilitado la comprensién de los mecanismos de regulacion y
expresion de los diferentes genes que conforman el bloque 3 globina. Esta enfermedad esta ampliamente
distribuida a nivel mundial, en Venezuela alcanza una frecuencia de 1,8%. Los estudios llevados a cabo
utilizando técnicas de ADN recombinante, han permitido caracterizar decenas de mutaciones y demostrar
directamente la gran variabilidad genética de las anormalidades que producen los fenotipos talasémicos.
En el presente estudio se analizaron un total de 54 pacientes, de los cuales a 36 se les realizo el anlisis
molecular para definir el espectro de mutaciones por electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
(DGGE) y secuenciacion de ADN gendémico, y los 18 pacientes B talasémicos restantes fueron estudiados
para definir el catalogo para las mutaciones -88 (C/T), CD39 (C/T) y IVSI-110 (A/G). En 12 pacientes no
relacionados se logré identificar mutaciones por secuenciacion automatizada de ADN gendmico. Las
mutaciones fueron la -88 (C/T) (2,7%), la -86 (G/C) (8,3%), la IVSI-5 (G/A) (2,7%), la IVSI-110 (G/A)
(8,3%), la IVSII-I (G/T) (5,5%), de los cuales tres estan relacionadas, la CD 39 C/T) (2,7%) y la IVSII-
849 (A/G) (2,7%). EIl catalogo de mutaciones demostrd la asociacién de la mutacién -88 (C/T) con el
perfil de migracién 2, la mutacion CD39 (C/T) con el perfil de migracion 1y la mutacion 1VSI-110 (A/G)
con el perfil de migracion 1. Los resultados obtenidos permiten concluir que la (DGGE) es un método
apropiado para la caracterizacién de mutaciones que difieren de pequefios cambios nucleotidicos con
respecto a la secuencia normal del gen beta globina humano. Esta técnica, al ser combinada con la
secuenciacion automatizada del ADN ha probado ser particularmente til en la deteccion de mutaciones
responsables de enfermedades genéticas.
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