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Resumen

Objetivo. Informar la frecuencia de heterocigotos para la
hemoglobina S (HbS) en cinco poblaciones mexicanas y el ha-
plotipo en cinco muestras con HbS y subrayar su relevancia en
la salud publica. Material y métodos. Se tomo una muestra
de sangre periférica en 162 individuos no relacionados pro-
venientes de tres poblaciones nahuas (Atocpan y Tlacotenco,
DF, e Ixhuatlancillo,Veracruz), y en 131 mestizos (Coyolillo
y Poza Rica,Veracruz), previo consentimiento informado. Se
determiné el tipo de hemoglobina por electroforesis y se
extrajo el DNA de leucocitos de cinco muestras en las que
se determin el haplotipo por PCR y corte con restrictasas.
Resultados. Entre los nahuas se reconocié un heterocigo-
to HbAS (0.6%) y 18 en mestizos (13.7%). Se identificaron
cuatro haplotipos Bantu y uno Benin. Conclusiones. Estos
hallazgos son importantes en términos de la salud publica en
poblaciones con alta frecuencia de HbS, para dar informacién
y consejo genético a los portadores y la atencion médica
oportuna y adecuada a los pacientes.
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Abstract

Objective. To provide information regarding the hetero-
zygote frequency for hemoglobin S (HbS) in five Mexican
populations, the Haplotype in five S chromosomes, and
underscore its importance for public health. Material
and Methods. A total of 162 samples from three Nahua
populations (Atocpan and Tlacotenco, DF, and Ixhuatlancillo,
Veracruz) and 131 from mestizo populations (Coyolillo and
Poza Rica,Veracruz) were studied after obtaining informed
consent. The hemoglobin type was determined by electro-
phoresis,and DNA in leucocytes was obtained from five HbS
samples.The haplotype was determined by PCR and cut with
restrictases, according to literature. Results. Ve found one
heterozygote for hemoglobin S (0.6%) among Nahua and 18
among Mestizo groups (I3.7%). Four haplotypes were Bantu
and one was Benin. Conclusions. These findings are impor-
tant to public health for populations with a high frequency of
HbS, to inform and provide genetic counseling for carriers
and medical attention to patients.
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La hemoglobina (Hb) es una molécula compleja pre-
sente en los eritrocitos; su funcién es transportar el
oxigeno a todos los tejidos del organismo. Se integra
con cuatro cadenas peptidicas, cada una unida a una
molécula de protoporfirina ferrosa (grupo hem), sitio
donde se fija y desplaza el oxigeno. Se han descrito méds
de 400 variantes de hemoglobinas, que difieren entre
si en uno o mds nucledtidos, lo que puede traducirse
en cambio de aminodcidos que repercute en la funcién
de la proteina. Es posible que estas variantes induzcan
alteraciones funcionales diversas, incluida la produccién
de anemia hemolitica crénica; la hemoglobina S (HbS) es
la més frecuente en el plano mundial y se halla hasta en
20% de las personas en algunas poblaciones africanas.!?
En México se ha notificado una frecuencia variable en
individuos mestizos, desde menos de 1% en el centro
del pais hasta més de 14% en las costas, algo atribuible
al factor de la mezcla con sujetos de origen africano.**

La HbS resulta de una mutacién en el sexto codén
del gen de la globina beta, ubicado en el brazo corto del
cromosoma 11. Produce un cambio de dcido glutdmico
por valina y los individuos que heredan la alteracién de
ambos padres (homocigotos para el gen beta-S) sufren
anemia de células falciformes (ACF) o drepanocitosis.”
Los pacientes desarrollan anemia hemolitica crénica y
crisis dolorosas crénicas debido a infartos consecutivos a
la oclusién vascular en numerosos érganos. Esto ocurre
porque la HDS tiende a polimerizarse cuando hay baja
tensién de oxigeno, lo que provoca rigidez de los eritro-
citos (célula en hoz, falciformes o en medialuna) y tiende
a aumentar la viscosidad sanguinea, con oclusiones
vasculares recurrentes y hemdlisis crénica. El cuadro
clinico es grave y los sujetos fallecen en los primeros
afios de vida si no se tratan de manera oportuna.®!!

La ACF es una enfermedad que se hereda en forma
autosémica recesiva y los heterocigotos son relativa-
mente féciles de identificar por métodos sencillos de
laboratorio, si bien se trata de personas sanas desde el
punto de vista clinico . Los matrimonios de éstos tienen
25% de riesgo en cada embarazo de tener hijos afectados
con la enfermedad. En Cuba se realiza el tamiz de esta
enfermedad en todos los neonatos con objeto de iden-
tificarlos y suministrar con posterioridad asesoria a las
parejas que tienen el riesgo de concebir hijos afectados.!
En México, el problema real se encuentra en poblaciones
costeras en virtud de la elevada proporcién de genes
africanos®*!1¥16y puede sefialarse que en lugares donde
la frecuencia de portadores es del orden de 10%, uno de
cada 400 recién nacidos tendra la enfermedad.

La importancia de conocer los haplotipos radica en
que los de tipo Bantu (CAR, Reptiblica Central Africana)
y Benin acusan una gravedad mayor que los de tipo
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Senegal o Arabia e India, en los cuales los pacientes
pueden presentar sintomas diversos desde el segundo
mes de edad, razén por la que requieren mayor y mejor
atencién médica continua.'”

El presente trabajo se llevé a cabo con el objeto
de investigar la frecuencia de HbS en cinco grupos no
estudiados antes, llamar la atencién hacia el problema
y mantener programas de detecciéon temprana y trata-
miento oportuno, adecuado y constante.

Material y métodos

Se tomd una muestra de sangre venosa con EDTA como
anticoagulante en 162 individuos de origen nahua: 74
de San Pedro Atocpan y 42 de Santa Ana Tlacotenco,
ambas en la Delegacién de Milpa Alta, DF, y 46 de Ix-
huatlancillo, Veracruz, ademds de 131 mestizos: 34 de
Coyolilloy 97 de Poza Rica. Las tres tiltimas poblaciones
se localizan en el norte del estado de Veracruz. Todos
los sujetos eran adultos, sin relacién de parentesco
con sus padres y abuelos de la regién y dieron su con-
sentimiento informado para el estudio. Las muestras
se tomaron en el lugar de origen, entre enero de 2002
y diciembre de 2004 y se trasladaron el mismo dia de
la toma o al dfa siguiente al laboratorio de la Unidad
de Investigacién en Genética, donde se analizaron. El
comité de ética del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional SXXI (CMN SXXI) aprobé el proyecto
de trabajo toda vez que cumplia los reglamentos éticos
sefialados en la Declaraciéon de Helsinki de 1975, revi-
sada en 2000, y no violaba los articulos 96-101 de la Ley
General de Salud.

Deteccion de hemoglobina §

Parala deteccién de HbS se tomé una alicuota de 0.1 ml
de cada muestra y se procesé de acuerdo con las indica-
ciones de los laboratorios SEBIA (Francia) para el equipo
HYDRASYS LC. Una vez terminada la electroforesis, se
tifid y se secd el gel en el mismo equipo de acuerdo con
las indicaciones del productor.

Haplotipos de la familia de genes
betaglobinicos

Se aisld DNA de sangre periférica por métodos conven-
cionales y se amplificaron las regiones polimérficas del
gen de la globina beta con iniciadores propuestos por
Sutton y colaboradores'® en las siguientes condiciones:
buffer 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTP 200 uM iniciadores
(sentido y antisentido), 10 pM de cada uno, Taq pol 1U,
DNA 200 ng y agua para un volumen total de 25 ul. Se
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sometieron a un termociclador (GeneAmp PCR-Sys-
tem de PE Applied BioSystem, USA) en las siguientes
condiciones: un ciclo de 94°C por 5 min, 32 ciclos de
94° por 30 seg, 47-56° por 30 seg y 70° por 45 seg y un
ciclo final de 70° por 7 min (cuadro I). Los haplotipos
se formaron de acuerdo con la presencia (+) o ausencia
(-) de corte con las enzimas de restriccion, segin se
observa en la figura 1.

Una alicuota del amplificado se sometié a corte
con enzima de restriccién y se incubé con base en las
instrucciones de la casa comercial que la distribuye. Se
tomaron 2 pl del amplificado al que se agregd 1 ul del
buffer 10Xy 3 U de enzima en un volumen total de 10 ul.
Se incubaron a 37°C por 2 h y se corri6 la electroforesis
de las muestras en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio, en buffer TAE1X por 30 min a 100 V
con un marcador de peso molecular de referencia y se
observé bajo luz ultravioleta.

Resultados

Las poblaciones nahuas del DF no mostraron porta-
dores anormales de hemoglobinopatias; en cambio, se
hallaron uno, cinco y 13 portadores HbAS en Ixhuatlan-
cillo, Coyolillo y Poza Rica, Veracruz, respectivamente

Cuadro |
CARACTERISTICAS DE LAS REGIONES AMPLIFICADAS

Primers'®  Sutton Temperatura Pb Enzima Fragmentos
I.(0-1) 5 52°C 655 Xmn | 205/450
2.(2-3) Gy 54°C 782 Hind IIl 436/346
3.(34) Ay 55.9°C 769 Hind IIl 406/360
4.(5-6) 5P 49°C 701 Hinfll 340/361
5.(7-8) 3P 47°C 614 Hinfll 2951297
G
R A LI T R

Haplotipos A A A A A Sitios de Restriccion
Benin - - - -
Bantu (CAR) - + - - -
Senegal - + -+ 4
Arabia + + + o+

FiGURA |. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA FAMILIA DE
GENES BETAGLOBINICOS CON LOS HAPLOTIPOS QUE FORMAN
DE ACUERDO CON LOS RESULTADOS DE CORTE DE LAS ENZIMAS
DE RESTRICCION
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Cuadro Il
FRECUENCIA DE PORTADORES DE HBS
EN LAS POBLACIONES ESTUDIADAS

N HbAS Frecuencia génica-

Poblacién total % A N
Atocpan, DF 74 0 1.000 0
Tlacotenco, DF 42 0 1.000 0
Ixhuatlancillo, Ver. 46 22 0.989

0.011
Coyolillo,Veracruz 34 14.7 0.926

0.074
Poza Rica,Veracruz 97 13.4 0.933

0.067

'..' ....'l HbA
-

123 4567 8 910

FIGURA 2. ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINAS. CARRIL |,
coNTRoL SS; 2-4, 7,8, NorMALEs (AA); 5 Y 9, HETEROCI-
GoTo AS; 10 conTrOL,AF

(Cuadro II). La figura 2 muestra un ejemplo de corri-
miento electroforético de las hemoglobinas A, Fy S.

Las frecuencias son similares a las ya descritas por
diversos autores, entre ellos Lisker,® Ruiz-Reyes,*’ Ibarra
y colaboradores,’® Lisker y colaboradores, ! Pefialoza y
colaboradores,>!> y Magaria y colaboradores,'® aunque
la regla es la falta de reconocimiento de esta alteracién
en grupos indigenas, a menos que se trate de zonas
con presencia de poblacion africana, como sucede en el
estado de Veracruz.

Respecto de los resultados de la amplificacién de
las regiones de genes betaglobinicos, los haplotipos se
formaron de acuerdo con la presencia o ausencia de
sitios de corte tal y como se muestra en la figura 1. Los
haplotipos son semejantes a los informados por dos
grupos.!516
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Discusion

Los datos obtenidos en este trabajo en las poblaciones
nahuas son similares a los informados en otros protoco-
los, 1% en los cuales se observa que de 22 poblaciones
indigenas estudiadas, s6lo en dos (coras y chontales) se
identificaron portadores de HbS en 1y 2%, respectiva-
mente. Lo mismo sucede en los indigenas totonacos,"
pobladores de la regién norte de Veracruz y Puebla, en
quienes también se ha informado la misma proporcién
de heterocigotos AS, lo que sugiriere que son resultado
de mestizaje con africanos.

En relacién con los mestizos de la costa de Veracruz,
la frecuencia de hemoglobina S, de 14%, es un poco ma-
yor de lo comunicado en ambas costas de México,> 1316
lo que se explica por el mestizaje indigena-caucasico-
africano en grado variable con africanos que llegaron a
México en la época de la Colonia'* (cuadro III).

Se ha comprobado que si bien la mutacién que
produce la HbS es s6lo una, su origen se ha ubicado en
seis lugares diferentes: Bantd (0 CAR, Republica Central
Africana), Benin, Senegal, Camertn, Arabia e India,
donde las cuatro primeras corresponden a regiones
africanas.”! En México se ha informado la presencia
de los tipos Benin y Bantt, que se expresan con mayor
penetracion que los restantes, lo que se correlaciona con
diversas variables,? entre las que figura un nivel muy
bajo de hemoglobina fetal (HbF) (menor de 1%, como
sucede en sujetos normales), en comparacion con cifras
de 5 a 20% en quienes tienen el tipo Senegal, Arabia o

India.?»* Estos dltimos poseen niveles elevados de HbF,
lo que les permite mantener estable al eritrocito y evitar
su deformacién y hemdlisis, lo cual supone una mejor
calidad de vida.?*

Esto puede conseguirse con nuevos tratamientos;
por ejemplo, se ha empleado la hidroxiurea para redu-
cir la frecuencia de crisis de dolor y sindrome toracico
agudo.”

Llama la atencidn la existencia de poblaciones del
interior de la Reptblica con portadores de HbS, como
se indica en el cuadro IIT; adem4s, en México existe un
subregistro de portadores y pacientes con hemoglobino-
patias y las investigaciones informadas con anterioridad
sefalan la evidente la necesidad de aplicar métodos de
deteccion de enfermedades hereditarias en general, y
de hemoglobinopatias en particular, en poblaciones
costeras para proporcionar informacién, consejo ge-
nético y, cuando es posible, diagnéstico prenatal a las
parejas de heterocigotos para que tomen sus decisiones
reproductivas de manera informada y libre, tal y como
se realiza en otros paises.?*%’

Deigual modo, es importante analizar la presencia
de hemoglobinopatias en los recién nacidos de estas
regiones para instituir el tratamiento oportuno y adecua-
do y prevenir complicaciones que pongan en riesgo la
vida de los pacientes. Estas recomendaciones se ajustan
a los lineamientos de la Organizacién Mundial de la
Salud® acerca de la anemia drepanocitica en el punto
1, que “...insta a elaborar, aplicar y reforzar de manera
sistemdtica, equitativa y eficaz, programas nacionales

Cuadro Il
CALCULO DE LA MEZCLA TRIHIBRIDA DE ESTUDIOS PREVIOS MEXICANOS, ORDENADOS POR CANTIDAD
DE ANCESTROS INDIGENAS

Frecuencia génica

Ciudad Estado Negros Indigenas Blancos
Tlaxcala Tlaxcala 138 0.079 0.762 0.159
Saltillo (La Minita) Coahuila 123 0.152 0.610 0.238
Puebla Puebla 393 0.107 0.563 0.330
México DF 510 0.029 0.562 0.409
Saltillo (Chamizal) Coahuila 104 0.042 0.556 0.402
Paraiso Campeche 161 0217 0.474 0.309
El Carmen Campeche 109 0.284 0.432 0.284
Veracruz Veracruz 148 0.256 0.394 0.350
Saladero Veracruz 19 0.302 0.386 0312
Tamiahua Veracruz 109 0.405 0.307 0.288
México* DF 474 0.014 0.276 0.708

Tomada de Lisker et al'* y "Pefialoza et al?® (Gac Med Mex 1985;121:189-93)
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integrados y amplios de prevencién y gestién de la ane-
mia drepanocitica que incluyan elementos de vigilancia,
difusion de informacion, sensibilizacion, asesoramiento
y deteccién de la enfermedad...a fin de que los pacientes
reciban tratamiento inmediato y los padres tengan la
informacién necesaria para mantener la salud...”.
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