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RESUMEN

La anemia falciforme es una enfermedad genética con un patron de herencia autosémico recesivo
que constituye un problema de salud a nivel mundial. Esta causada por mutaciones puntuales en
el gen HBB localizado en el brazo corto del cromosoma 11. Se presenta asociada con episodios
de dolor agudo y dafios progresivos en diferentes 6rganos. Las variantes alélicas BS y BC son la
causa mas comun de anemia falciforme, siendo méas frecuente en poblaciones con componente
étnico africano. En el periodo comprendido entre 2010-2016 llegaron al laboratorio de Biologia
Molecular, procedentes de los diferentes centros provinciales de genética del pais, 1855 muestras
de liquido amni6tico de para el estudio molecular de anemia falciforme. Estas 1855 muestras
corresponden a parejas en riesgo de Anemia Falciforme detectadas por el método de
electroforesis de hemoglobina. Se realizd la extraccibn de ADN mediante el método de
precipitacion salina a partir de 20mL de liquido amnidtico. Para detectar la presencia de los alelos
BA, BS y BC se utilizaron los métodos de PCR-ARMS y PCR-RFLP. Se obtuvo el genotipo de
todas las muestras estudiadas en el laboratorio, excepto 7 muestras que presentaron elevada
contaminacion con sangre materna. De las muestras estudiadas, 1451 presentaron el alelo BA, de
los cuales 536 lo mostraron en estado homocigotico y 915 heterocig6tico, lo que arrojé una
frecuencia alélica de 0,54. Por otra parte, el alelo BS fue hallado en 1132 muestras de los fetos
estudiados, siendo 263 de ellos homocigdticos para esa mutacion, 121 heterocigdticos
compuestos y 748 heterocigdticos, con una frecuencia alélica de 0,38. El alelo BC se encontro6 en
301 fetos, de los cuales solo 13 resultaron ser homocigético para esta mutacion,
121heterocigdticos compuestos y 167 heterocigoticos, proporcionando una frecuencia alélica
para el alelo BC de 0,08.Las técnicas empleadas en el estudio molecular de la anemia falciforme
aseguran el diagndstico prenatal en todo el pais, lo que permite el adecuado asesoramiento
genético a las parejas en riesgo y una atencion médica especializada a los nacidos con la
enfermedad.
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INTRODUCCION

La anemia falciforme es una enfermedad genética de transmisién autosémica recesiva que
constituye un problema de salud a nivel mundial. Se presenta asociada a dafios progresivos en
diferentes drganos y episodios de dolor agudo de origen isquémico. La hemolisis también juega
un papel central en la fisiopatologia, contribuyendo significativamente a la anemia, la
vasculopatia e inflamacion.! La enfermedad es originada por mutaciones en el gen HBB, aunque
otras mutaciones presentes en este gen son la causa de patologias como la p-talasemia.? El gen
estd compuesto por 1606 pares de bases distribuidos en tres exones, se encuentra localizado en el
brazo corto del cromosoma 11, locus 15.5 y codifica para una proteina Ilamada B-globina,
componente esencial en la hemoglobina normal adulta.® Las variantes alélicas BS y PC,
mutaciones frecuentes en el gen, son la causa mas comun de anemia falciforme. La mutacion S
estd dada por la sustitucion de una adenina por timina en el sexto codén del gen de B globina,
mientras que la variante alélica PC se debe a la sustitucion de guanina por adenina.*Esta
enfermedad es uno de los trastornos genéticos méas frecuentes en poblaciones con componente
étnico africano, de ahi la vital importancia de contar con el diagnostico molecular prenatal en

nuestro pais.

OBJETIVOS

General: Realizar el diagndstico molecular prenatal de la anemia falciforme en el periodo 2010-
2016.

Especificos: 1. Describir el diagnéstico molecular prenatal de la anemia falciforme.

2. Calcular la frecuencia de las muestras estudiadas entre 2010-2016.

MATERIALES Y METODOS

Procedentes de los diferentes Centros Provinciales de Génica Médica del pais, llegaron al
laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de Genética Médica, 1 855 muestras de
liquido amnidtico de parejas en riesgo de anemia falciforme para la deteccion de los alelos BA,

BSy BC. Se realizd la extraccion de ADN, mediante el método de precipitacion salina, partiendo

.
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de 20mL de liquido amniotico recolectado en un tubo estéril. Para detectar la presencia de los
alelos BA, BS y BC se utilizo el método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Amplificacion
Refractaria de Mutaciones Especificas (PCR-ARMS, por sus siglas en inglés). Fue utilizado un
juego de cebadores como control interno de amplificacion y un cebador comdn para amplificar
los alelos A, Sy C al,5 uM, ademas del cebador especifico de cada alelo a 0,85 uM, dNTPs a 0,1
mM, 1X del tampon correspondiente a la polimerasa empleada, 1,0 mM de MgClz, 100 ng de
ADN y 1U de Taq Polimerasa, para un volumen final de 25 pL. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador MJ Research e incluyd un primer ciclo de desnaturalizacion de 94°C por 15 min,
seguido de 29 ciclos de 1 min a 94 °C, 2 min a 56°C y 1 min a 72 °C y, una extension final de 5
min a 72°C.Para realizar la corrida electroforética fueron mezclados 25 pL del producto de PCR
obtenido con 5 pL de bromofenol azul (BFA) como frente de corrida que fueron aplicados en un
gel de agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de etidio. Se utiliz6 el tamp6n TBE a 0,5X (0,5 M de
Tris, 10 mM de EDTA, 0,5 mM de &cido bdrico). La corrida electroforética fue realizada durante
30 min a 250 V. Para la visualizacion de las bandas obtenidas el gel fue expuesto a luz
ultravioleta en un transiluminador. Los fetos que mediante este método, resultaron SS, fueron
corroborados con la técnica PCR-polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP,
de sus siglas en inglés). Las condiciones utilizadas en este método fueron las siguientes: 100 ng
de ADN, 1U de Tag ADN polimerasa por reaccion, 1X del tampdn de la enzima, 0,75 uM de los
cebadores, dNTPs a 0,2 mM, MgClz a 1,5 mM en un volumen final de 25 pL. Las condiciones
del PCR fueron 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a 55°C, 1 mina 72°Cy
una extension final de 5 min a 72°C en un termociclador MJ Research. La digestion enzimatica
se efectud en un volumen final de 35 pL, con 10 U de la enzima de Restriccion Bsu361, 1X del
tampdn CutSmart de la enzima y 10 uL del producto amplificado y fue incubada a 37°C por 15
min. El producto digerido fue mezclado con 7 uL de BFA, aplicado en un gel de agarosaal 2 %y
sometido a una corrida electroforética con el tampon de corrida TBE 0,5X, a 250 V durante
30 min. Finalmente, los fragmentos fueron visualizados al exponer a luz ultravioleta el gel de

agarosa tefiido con bromuro de etidio.
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RESULTADOS

Mediante la utilizacion de estos métodos se obtuvo el genotipo de todas las muestras enviadas al
laboratorio, excepto siete muestras que presentaron elevada contaminacion con sangre materna.
De las muestras estudiadas, 1 451 presentaron el alelo BA, de los cuales 536 lo mostraron en
estado homocigético y 915 heterocigotico, lo que arrojé una frecuencia alélica de 0,54. Por otra
parte, el alelo BS fue hallado en 1 132 muestras de los fetos estudiados, siendo 263 de ellos
homocig6ticos para esa mutacion, 121 heterocigdticos compuestos y 748 heterocigéticos, con
una frecuencia alélica de 0,38. El alelo BC se encontr6 en 301 fetos, de los cuales solo 13
resultaron ser homocigotico para esta mutacion, 121 heterocigéticos compuestos y 167
heterocigoticos, proporcionando una frecuencia alélica para el alelo BC de 0,08. Los valores de
frecuencia de los alelos BA, BS y PC de esta investigacion coinciden con lo reportado en un
estudio previo realizado en afio 2010.°

CONCLUSIONES

Las técnicas empleadas en el estudio molecular de la anemia falciforme aseguran el diagndstico
prenatal de las muestras en todo el pais, lo que permite el adecuado asesoramiento genético a las
parejas en riesgo y una atencion médica especializada a los nacidos con la enfermedad. La
variante alélica mas frecuente resulto ser BA con una frecuencia de 0,54, seguida de S con 0,38;

mientras que el alelo BC present6é una menor frecuencia con 0,08.

RECOMENDACIONES
Utilizar las nuevas tecnologias adquiridas en el laboratorio para ampliar el estudio de la anemia

falciforme, mediante la deteccion de otras mutaciones presentes en el gen.
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