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Resumen

Las B-talasemias obedecen a una disminucion en la sintesis de cadenas de B-globina, y son causadas por diferentes
mutaciones en el gen de B-globina. La deteccion molecular de estas mutaciones, permite determinar el genotipo de
B-talasemia y asi establecer con precision el diagnéstico y el tratamiento a seguir. El objetivo del presente trabajo
fue estudiar las dos mutaciones de hallazgo mas frecuente en la poblacion argentina, CD39 e IVS1-110 del gen de
B-globina, mediante la técnica de ARMS-PCR. Del total de pacientes analizados (50), 3 resultaron positivos para la
mutacion CD39, correspondiente a un 6 % de los casos, mientras que no fueron detectados pacientes portadores
de la mutacién IVS1-110. Este estudio aporta nuevos datos sobre la frecuencia de los genotipos (B/B<P% y B/ VVS1-110)
responsables de p-talasemia heterocigota en nuestra region.
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Abstract

B-thalassemias derive from a decrease in the synthesis of B-globin chains, being caused by different mutations in
the B-globin gene. The molecular detection of these mutations allows the B-thalassemic genotype determination
and therefore, a precise diagnosis and the underlying treatment. The aim of this study was to study the two most
common finding mutations in the Argentinean population, CD39 and IVS1-110 mutations in the B-globin gene, by
the ARMS-PCR technique. In 50 patients analyzed, three were positive for the CD39 mutation, corresponding to
6 % of the cases, while no patients with the IVS1-110 mutation were detected. This study provides new data on
the frequency of genotypes (3/p°P%? and B / B0 responsible for B-thalassemia heterozygote in our region.
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Introduccion

Las talasemias, descriptas originalmente por Cooley
y Lee (1925), se definen como un grupo heterogéneo de
trastornos genéticos en la sintesis de la hemoglobina (Hb),
caracterizados por una reduccion en el grado de produc-
cion de una o mas cadenas de globina, lo cual lleva a un
desbalance en la sintesis de las mismas, una concentracion
disminuida de Hb en los eritrocitos y finalmente anemia
[1,2].

Las B-talasemias, se deben a una disminucidn en la sin-
tesis de cadenas de beta globina (B-globina), y son causadas
por diferentes mutaciones en este gen, que incluyen desde
la region promotora hasta la sefial de poliadenilacion. La
intensidad del déficit depende del grado de alteracion ge-
nética y puede variar desde una sintesis deficiente o parcial
(talasemia B*) hasta una ausencia total de sintesis (talasemia
B%). Clinicamente, se pueden clasificar en tres grandes gru-
pos: la B-talasemia mayor, que comprende a los genotipos
homocigotos (BB’ y B/B") o dobles heterocigotos (B%/B*),
y corresponde a las formas de mayor expresividad clinica.

Por otro lado se encuentran la 3-talasemia intermedia, con
expresividad clinica variable; y la B-talasemia menor que
agrupa a los genotipos heterocigotos (B*/f o B%p). Esta
ultima corresponde a la forma mas frecuente en nuestro
pais, presentando expresividad clinica poco manifiesta o
ausente, con disminucion en los parametros hematicos de
VCM (Volumen Corpuscular Medio) y HCM (Hemoglo-
bina Corpuscular Media), respecto a sus valores normales
(82 fl y 27 pg, respectivamente) [3, 4].

Aunque se han identificado mas de 200 mutaciones
causantes de -talasemia en todo el mundo; cada poblacion
tiene su propio repertorio de mutaciones, aunque un numero
limitado constituyen las mas comunes [5]. Particularmente,
en la Region Mediterranea se han identificado mas de 30
mutaciones [-talasémicas, pero solamente 8 de ellas son
las mas frecuentes. Estas 8 mutaciones representan el
95 % de los genes afectados, demostrados en poblaciones
de Argentina, donde las dos mas frecuentes, una B’y la
otra 3%, abarcan el 68,9 % de los casos, un 45,7 % para la
mutacion del codén 39 (B°) y un 23,2 % para el intrén 1,
en el nucledtido 110 (B*) [6, 7, 8].
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Las formas heterocigotas (B/p°, B/B*) generalmente
originan un cuadro clinico asintomatico [9], por lo que el
diagnostico suele ser casi siempre casual por algiin examen
hematoldgico de rutina. Este examen incluye, entre otras,
la determinacion de parametros hematicos (VCM, HCM)
y cuantificacion de Hbs; pero en practicamente todos los
casos, se basa en la dosificacion de la HbA, (aumentada)
y en un estudio familiar [4]. Sin embargo, los estudios he-
matologicos presentan ciertas limitaciones, ya que existen
casos de P-talasemia heterocigota en los que la fraccion
de HbA, no se incrementa [10] y tampoco permiten la
distincion entre los tipos B° y B* de talasemia [11, 12]. Por
lo tanto, si bien los estudios hematoldgicos son muy utiles
para la deteccion de B-talasemia, no permiten precisar con
exactitud el defecto causante del padecimiento, situacién
que muchas veces puede conducir a un diagndstico erroneo
(ferropenia con caracteristicas similares) y a un tratamiento
equivocado, que puede agravar la condicion del paciente
(administracion de hierro a un paciente talasémico) [13].
Esta situacion evidencia la necesidad de implementar
técnicas de Biologia Molecular, complementarias a los
métodos hematoldgicos, para determinar el genotipo de
B-talasemia y establecer con precision el diagndstico y el
tratamiento a seguir [10, 13].

La aplicacion de métodos analiticos basados en la
técnica de PCR [14], han facilitado la deteccidn de los
genotipos causantes de -talasemia [15], ya que permiten
discriminar entre alelos normales y mutantes que difieren
en una sola base, siendo altamente eficientes y de bajo
costo [16].

El método Amplificacion Refractaria de Sistemas de
Mutaciones (ARMS-PCR) es una modificacion de la
técnica de PCR [14], descrito por primera vez por Newton
y cols., en 1989 [17]; y utilizada para la deteccion de
mutaciones puntuales causantes de B-talasemia [18]. Esta
técnica permite la amplificacién enzimatica de alelos espe-
cificos, mediante el uso de cebadores que estan disefiados
para discriminar entre secuencias que difieren en una tnica
base. Ademas, utiliza cebadores control que amplifican otra
region del gen de 3 globina, cercana a la mutacion que sera
detectada, actuando como control interno de amplificacion
asegurando la eficiencia de la PCR y evitando falsos ne-
gativos [17].

El objetivo del presente trabajo fue estudiar en una
poblacion de pacientes con diagndstico presuntivo de
B-talasemia heterocigota, las dos mutaciones mas frecuen-
tes en la poblacidn argentina, a través de la bisqueda de
la mutacion C—T en el codon 39 (CD 39; caracter B°) y
G—A en el nucledtido 110 del intrén 1 (IVS1-110; caracter
B) del gen de B globina; con un método rapido, simple y
de bajo costo, la ARMS-PCR o PCR con oligonucledtidos
mutados.
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Materiales y métodos
Muestras utilizadas

En este trabajo se analizaron 50 muestras de sangre
entera de pacientes portadores de anemia cronica, no
respondedores al tratamiento convencional con hierro y
con diagndstico presuntivo de -talasemia heterocigota,
derivados por médicos hematologos de diferentes nosoco-
mios de la ciudad de Posadas.

Los controles positivos fueron cedidos por la Dra.
Margarita Bragos de la Céatedra y Servicio de Hematologia
de la Facultad Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de Rosario.

Ademaés de los datos hematoldgicos, que incluian
parametros de los eritrocitos y porcentaje de HbA,, se
contaba con informacion sobre ascendencia geografica de
los pacientes.

Al tratarse de muestras provenientes de humanos, se
solicitd el consentimiento informado de cada persona, y se
protegid la identidad de los individuos mediante la codifica-
cion de las muestras, siguiendo las reglamentaciones éticas,
legales y juridicas establecidas en las normas bioéticas na-
cionales -Disposicion ANMAT 5330/97- e internacionales
-Cddigo de Niiremberg, Declaracion de Helsinski y sus
modificaciones; asi como también la Declaracion Universal
sobre Genoma Humano y Derechos Humanos aprobada por
la Conferencia General de la UNESCO, del 11/11/1997.

Extracciéon de DNA

Las extracciones de DNA a partir de muestras de sangre
entera se llevaron a cabo por el método de salting out,
segun el protocolo modificado de Miller y cols., 1988 [19,
20].

La integridad del DNA extraido se verificé en geles
de agarosa al 1 %, tefiidos con bromuro de etidio (10mg/
ml, Promega) y la semicuantificaciéon del DNA se realiz6
por medio de la comparacion de la intensidad de bandas
con un patron de concentracion conocida (K562 10ng/ul,
Promega). El analisis visual a UV proporciono informa-
cion relativa a concentraciones (ng/pl) y calidad de DNA
extraido.

Estudio de las mutaciones B talasémicas

Para el estudio de las mutaciones CD39 e IVS1-110
se aplico la técnica de ARMS-PCR, utilizando cebadores
descriptos previamente en la bibliografia [18] y detallados
en las Tablas 1y 2.
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores alelo especificos.

Mutacién CD 39 (C—T)

Cebador sentido Comun
5'-3'

Cebador antisentido alelo especifico

Tamanio del producto
5'-3'

ACCTCACCCTGTGGAGCCAC

NO*:CAGATCCCCAAAGGACTCAAAGAACCTGTG

436 pb

MT*:CAGATCCCCAAAGGACTCAAAGAACCTGTA

Mutacién IVS1-110 (G—A)

Cebador sentido comun
5'-3'

Cebador antisentido alelo especifico

5.3 Tamano del producto

ACCTCACCCTGTGGAGCCAC

NO*:ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATACACC

390 pb

MT*:ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATACACT

* NO = Normal; MT = Mutado

Se destacan los nucleétidos mutados (resaltado), y el cambio de base adicional proximo al extremo 3" (en negrita subrayado).

Tabla 2. Secuencias de los cebadores del control interno de amplificacién.

control Interno de Amplificacion

Cebador sentido
5'-3'

Cebador antisentido

Tamano del Producto
5'-3'

CAATGTATCATGCCTCTTTGCACC

GAGTCAAGGCTGAGAGATGCAGGA

862 pb

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen
final de 50 pl conteniendo tampon PCR (KCl 1X), 800 uM
de dNTPs, 2,5 mM de MgCl,,2 U de Taq polimerasa
(Fermentas) y 80 ng/ul de DNA. Las concentraciones
de los cebadores del control interno y alelo especificos
(OPERON Technologies, Alemania) fueron de 20 pmo-
les y 10 pmoles, respectivamente, para el estudio de la
mutacion CD39; y 20 pmoles de ambos cebadores para
el estudio de la mutacion IVS1-110. El ciclado aplicado
consistié en una etapa inicial de 2 min a 93 °C, seguidos
de 25 ciclos de amplificacion conformado por un periodo
de desnaturalizacion a 93 °C durante 1 min, un periodo de
hibridacidon a 65 °C durante 1 min y de extension a 72 °C
durante 1 min 30 s, con un periodo final de extension 3 min
a 72 °C. Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en
un equipo termociclador MultiGENE II Thermal Cycler
(TC 020A-230V).

Para verificar los resultados de la amplificacidn, las
muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de
agarosa al 2 %, tefiidos con bromuro de etidio (10mg/ml,
Promega) y corridas a 100 V por 30 minutos con buffer
TBE 0,5X y azul de bromofenol. Posteriormente, fueron
visualizados en un transiluminador de luz UV (MUV21-
312-220) y fotografiados con camara digital ACER (CS-
5531).

Resultados y Discusion
Perfil hematolégico de la poblacion analizada

EI1 100 % de los pacientes analizados (50) se caracterizo
por la presencia de microcitosis e hipocromia con valores

de VCM y HCM por debajo de sus valores normales (82 fl
y 27 pg, respectivamente), y el 40 % (20) presento niveles
aumentados de HbA, (valor de referencia 3,5 %); parame-
tros indicativos de presuncion diagnostica de -talasemia
heterocigota.

Estudio de las mutaciones CD39 e IVS1-110
causantes de pB-talasemia por ARMS-PCR

El presente estudio constituye el primer registro sobre
la frecuencia de los genotipos (B/BP3° y B/ BVS!-11%) respon-
sables de B-talasemia heterocigota en nuestra region.

Del total de pacientes analizados (n = 50), 3 resultaron
positivos para la mutacion CD39 (6 % de los casos), mien-
tras que no fueron detectados pacientes portadores de la
mutacion IVS1-110.

En los individuos positivos para la mutacion CD39,
se observo la presencia de las bandas correspondientes al
alelo normal y mutado, junto con las bandas del control
interno de amplificacion; mientras que en los casos en los
que no se identificd ninguna de las dos mutaciones (CD39
e [VS1-110), se observo la banda del control interno, lo
que garantiz6 que no se trataran de falsos negativos por
fallas en la PCR.

La Figura 1 muestra el perfil de bandas obtenidas en
el estudio de la mutacion CD39. La presencia de una
banda de 436 pb en el ensayo mutado, ademas de la banda
del control interno de 862 pb, demostro que tres de los
pacientes analizados eran portadores de la mutacion en
cuestion.

En ambos geles se observan también los ensayos nor-
mal y mutado del control positivo (C+) y negativo (C-) de
alelos; los controles negativos de PCR (neg); y el marcador
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Figura 1. Perfil de bandas obtenidas en el estudio de lamutacion CD39. Electroforesis en geles de agarosa al 2 %. A). Se observan los ensayos normal (NO) y
mutado (MT) de 3 pacientes positivos para lamutacion CD39. B). Se observan los ensayos normaly mutado de 3 pacientes negativos parala mutacion CD39.
En ambos geles se observan también los ensayos normal y mutado del control positivo (C+) y negativo (C-) de alelos; los controles negativos de PCR
(neg); y el marcador de peso molecular de 100pb (PM). Se indican las bandas de control interno (862 pb) y la banda correspondiente al alelo normal o

mutado (436 pb).
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Figura 2. Perfil de bandas obtenidas en el estudio de la mutacion IVS1-
110. Electroforesis en geles de agarosa al 2 %. Se observan los ensayos
normal y mutado de 3 pacientes negativos para la mutacion CD39. Se
observan también los ensayos normal y mutado del control positivo (C+)
y negativo (C-) de alelos; los controles negativos de PCR (neg); y el mar-
cador de peso molecular de 100pb (PM). Se indican las bandas de control
interno (862 pb) y la banda correspondiente al alelo normal o mutado
(390 pb).

de peso molecular de 100 pb (PM). Se indican las bandas
de control interno (862 pb) y la banda correspondiente al
alelo normal o mutado (436 pb).

La Figura 2 muestra el perfil de bandas obtenidas en el
estudio de la mutacion IVS1-110, en el que no se observo
la presencia de la banda de 390 pb correspondiente al alelo
mutado, lo que indicd ausencia de esta mutacion en los
pacientes analizados.

Los tres pacientes positivos para la mutacion CD39
son de ascendencia italiana, italiana/espafiola, y alemana/
polaca. En el analisis de los datos hematoldgicos de estos
pacientes se observo, en dos de ellos, valores de VCM,
HCM y HbA, que concuerdan con los criterios establecidos
en el diagnodstico hematologico de B-talasemia heretocigo-
ta, presentando microcitosis, hipocromia y niveles de HbA,
superiores a 3,5 %. Sin embargo, uno de los pacientes
portadores de esta mutacion, no cursaba con elevacion de
HbA,, presentando un valor inferior a 3,5 %, que podria
deberse a una deficiencia concomitante de hierro que
impide el incremento de esta fraccion de Hb [10]. En este
ultimo caso, la aplicacion de la técnica de ARMS-PCR

Rev. Cienc. Tecnol. / Ao 12 / N° 14 / 2010

fue fundamental para establecer el diagndstico concreto
de B-talasemia heterocigota, ya que el valor de HbA, no
permitia definirlo por el método convencional.

Los pacientes portadores de éstas (hetrerocigotos 3/
BED3%y B/BIVSI-I0) v otras mutaciones B-talasémicas, son
generalmente salvo complicaciones asintomaticos. Sin
embargo, en estado homocigdtico producen cuadros cli-
nicos de mayor gravedad (Anemia de Cooley). De aqui la
importancia de detectar a los individuos portadores, y en
especial, aquellas parejas con probabilidades de concebir
hijos con talasemia mayor, teniendo en cuenta las compli-
caciones que conlleva la herencia de dicha condicion. El
diagnostico molecular de B-talasemia, puede ser 1til para
brindar el asesoramiento genético entre parejas portadoras
[21].

La técnica de ARMS-PCR aplicada en este estudio,
reune los requisitos necesarios de los métodos de diag-
nostico: alta especificidad, reproducibilidad y bajo costo
[22]. Por lo tanto constituye un método eficaz para el
diagndstico de B-talasemia en pacientes sin posibilidad de
estudio familiar, debido a la falta de uno de los padres. Esta
técnica no so6lo permite detectar la mutacion causante del
padecimiento, sino también determinar si se encuentran en
estado homocigota o heterocigota, siendo particularmente
util su aplicacion en estudios poblacionales, a fin de poder
identificar la frecuencia real de la f-talasemia menor
[23].

El diagnostico de B-talasemia menor no se realiza a me-
nudo por muchos afios. Los portadores pueden identificarse
la mayoria de las veces mediante un examen hematologico
convencional. Sin embargo, cuando los niveles de HbA, se
encuentran dentro de los valores normales (por ferropenia
asociada), no es posible realizar el diagndstico preciso de
B-talasemia mediante el método convencional. Esta situa-
cion se resuelve con técnicas como la ARMS-PCR, que a
nivel molecular pueden determinar los defectos causantes
del padecimiento en una poblacion, sin depender de los
niveles de HbA, [23]. Establecer el diagndstico preciso, es
fundamental para evitar que el paciente realice continuas
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investigaciones y tratamientos innecesarios con hierro,
generalmente contraproducentes; y por otra parte, para
proceder al asesoramiento genético pertinente.

Conclusiones

Se logrd detectar la presencia de la mutacion CD 39
(C—T) de caracter B° en las muestras de tres pacientes,
logrando caracterizarlos genotipicamente y confirmando
el diagnostico de -talasemia heterocigota; mientras que
no fueron detectados pacientes portadores de la mutacion
IVSI1-110.

Los resultados negativos obtenidos en este estudio, no
son excluyentes de la condicion talasémica, ya que estos
pacientes podrian presentar B-talasemia heterocigota debida
a otra mutacion diferente a las estudiadas en este trabajo.
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