SIGNIFICACION DE LOS HAPLOTIPOS DEL GEN
BETA GLOBINA EN EL ORIGEN DE LAS
HEMOGLOBINOPATIAS EN VENEZUELA

MARTHA BRAVO-URQUIOLA, MARIA GONZALEZ,
SILVIA MONTILLA, MARYCARMEN CHACIN, DALIA VELASQUEZ,
GLORIA GARCIA y ANABEL ARENDS

RESUMEN

El presente estudio tiene por finalidad corroborar el origen
de las variantes de hemoglobinas S, C y la beta talasemia en
un grupo de pacientes venezolanos a través del estudio de los
haplotipos del gen beta globina. A 60 pacientes no relaciona-
dos con Hb C y a 66 pacientes con beta talasemia se les deter-
mino las variantes de hemoglobinas mediante la técnica de cro-
matografia liquida de alta precision de intercambio cationico
(HPLC-CE). El ADN fue extraido por el método de salting out.
El diagnostico de las mutaciones beta talasémicas fue realizado
por reverse dot blot y la determinacion del haplotipo del gen
beta globina por la técnica de los polimorfismos de longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLP). El haplotipo del gen beta

globina asociado a la Hb C fue el f (-+--1) en 65%, seguido
del p (----+) en 5% y el f (-----) en 3,3%. Se observo un
26,6% de haplotipos atipicos. En pacientes con beta talasemia
la mutacion CD 39 (C—T) estuvo asociada a los haplotipos I y
11, las mutaciones IVSI-110 (G—A), Del 1,39kb y -86 (C—G) al
haplotipo I, la mutacion IVSI-5 (G—A) y la IVSII-745 (C—G)
al haplotipo VII, la IVSI-1 (G—A) al haplotipo V, la IVSII-1
(G—A) al Il y la IVSI-6 (T—C) al VI, coincidiendo estos re-
sultados con los de la literatura. En pacientes con Hb SC, el
haplotipo 5 CAR fue el mds frecuente, seguido del haplotipo
Benin y Camerun. Los resultados sugieren que el origen de las
hemoglobinopatias en Venezuela es mediterraneo y africano.

as  hemoglobinopatias tosémico
conocidas como va-

recesivo,
alteraciones en los bloques de genes

producidas por mia (Weatherall y Clegg, 2001). Estas

son causadas por mutaciones en los ge-

riantes de hemoglobi-
nas, la persistencia hereditaria de he-
moglobina fetal (HPFH) y las talase-
mias son enfermedades de caracter au-

globinas. (Weatherall y Clegg, 2001).
Las mas frecuentes a nivel mundial
son las variantes de hemoglobinas S, C
y D, la alfa talasemia y la beta talase-

nes globinas, las cuales pueden produ-
cir un efecto variable en el fenotipo.
Ademas, de las mutaciones que produ-
cen las hemoglobinopatias, dentro del
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bloque de genes P globina se han des-
crito al menos 18 mutaciones puntuales
que producen un efecto silencioso, es
decir, no producen alteraciones en la
molécula de hemoglobina. Estas muta-
ciones son conocidas como polimorfis-
mos neutrales y en su conjunto forman
lo que se denomina el haplotipo del
gen P globina, el cual ha sido definido
como un patréon de secuencias polimor-
ficas estudiadas por medio de enzimas
de restriccion. La combinacién o pa-
trén no aleatorio de estos sitios de res-
triccién polimoérficos en un cromosoma
es lo que define el haplotipo de un
gen. Estos fueron descritos por prime-
ra vez por Orkin et al., (1982). Los ha-
plotipos comunmente estudiados en pa-
cientes con hemoglobinopatias consis-
ten de ocho sitios polimorficos, los
cuales han sido definidos con el nom-
bre de las enzimas de restriccion que
los reconocen y cada haplotipo es defi-
nido por la presencia (+) o ausencia (-)
del corte de cada uno de estos sitios
de restriccion polimorficos. Los poli-
morfismos localizados en el extremo 5’
del gen son nombrados de acuerdo a la
enzima de restriccion que los reconoce
y la region del gen donde se encuen-
tran localizados, como: Hincll/e-gen,
Xmnl5'Gy-gen, HindIll/Gy-gen, Hin-
dlll/Ay-gen, Hincll/By-gen 5°, Hincll/
PBy-gen 3°, y los del extremo 3° del
bloque de genes B globina como Avall/
B-gen y Hinf/3'gen-f (Antonarakis et
al., 1982; Orkin et al., 1982). El estu-
dio del haplotipo del gen B globina es
de interés desde el punto de vista an-
tropolégico porque se usa para definir
el flujo de genes en las poblaciones
(Antonarakis et al., 1985; Powars et
al., 1990; Nagel et al., 1996).

Los haplotipos del gen
B globina asociados a la variante de
hemoglobina S (%) han sido denomina-
dos de acuerdo al area geografica de
Africa donde predominan y son utiliza-
dos como marcadores genéticos de ori-
gen africano en los estudios poblacio-
nales (Pagnier et al., 1984). Ellos han
sido clasificados en cinco tipos diferen-
tes: el tipo Benin (Ben), el cual ha sido
asociado su origen con el medio oeste
de Africa, el Bantd o Republica Cen-
tral de Africa (CAR) asociado con el
este y centro de Africa, el Senegal
(Sen) con la costa del oeste Atlantico
de Africa (Pagnier et al., 1984), el Ca-
merin (Cam) a lo largo de la costa
oeste del Africa (Lapoumeroulic et al.,
1992) y el tipo Arab Indio que abarca
el subcontinente Indio y la peninsula
de Arabia (Kulozik et al., 1986).

La variante de hemo-
globina C se ha observado asociada a 3
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haplotipos  especificos denominados
como haplotipos CI, CII y CIII, deter-
minando estos el origen africano de
esta variante (Boehm et al., 1985). Por
otro lado, los haplotipos asociados a
las mutaciones beta talasémicas han
sido nombrados segin la clasificacion
de Orkin et al. (1982). A través del es-
tudio de estos haplotipos se ha podido
determinar que las mutaciones beta ta-
lasémicas son regionalmente especifi-
cas debido a que algunas de ellas
muestran asociaciones casi exclusivas
a uno o dos haplotipos especificos. La
asociacion de algunas mutaciones con
haplotipos unicos y diferentes a los re-
portados como frecuentes en algunas
poblaciones, permite demostrar que es-
tas mutaciones tienen un origen inde-
pendiente en diversas poblaciones
(Old, 1993).

En tal sentido, si las
hemoglobinopatias fueron introducidas
en Venezuela durante el proceso de co-
lonizaciéon y las posteriores migracio-
nes, atribuyéndosele a estas un origen
mediterraneo y africano, entonces el
estudio del haplotipo del gen B globina
permitird corroborar este origen. Por
tal motivo, la presente investigacion
tiene como objetivo corroborar el ori-
gen de las variantes de hemoglobinas
S, C y la beta talasemia en un grupo
de pacientes venezolanos.

Materiales y Métodos

La muestra poblacional
consistio de 60 pacientes no relaciona-
dos con diagnostico de Hb C, de los
cuales 27 pacientes fueron portadores
de Hb AC, 30 pacientes fueron dobles
heterocigotos con Hb SC y tres pacien-
tes fueron doble heterocigotos con Hb
CA, Asi mismas se estudiaron 66 pa-
cientes no relacionados con diagnostico
de beta talasemia, de los cuales 62 fue-
ron portadores y cuatro fueron homoci-
gotos. Ambos grupos de pacientes fue-
ron referidos al Laboratorio de Investi-
gacion de Hemoglobinas Anormales,
Hospital Universitario de Caracas e
Instituto Anatémico José Izquierdo,
Universidad Central de Venezuela. A
cada paciente, previa autorizacion, se
le extrajo 10ml de sangre periférica en
un tubo con EDTA como anticoagulan-
te. La determinacion de las variantes
de hemoglobinas fue realizada median-
te la técnica de cromatografia liquida
de alta precision de intercambio catio-
nico (HPLC-CE) de acuerdo a los pro-
cedimientos descritos por Tan et al
(1993). El ADN fue extraido utilizando
el método de salting out (Muller et al.,
1988). El diagnostico de la mutaciones

beta talasemicas presente fue realizado
por reverse dot blot (Maggio et al.,
1993). El haplotipo del gen B globina
fue determinado utilizando la técnica
del polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP;
Sutton et al., 1989). Cada haplotipo es
definido por la presencia (+) o ausencia
(-) del corte de cada uno de estos sitios
de restricciéon polimodrficos estudiados.
Siete sitios de restriccion fueron anali-
zados utilizando las siguientes enzimas
de restriccion: Hincll (5’s-gene), Hin-
dlll  (Gy-gene), HindIll (Ay-gene),
Hincll (5'yB-gene), Hincll (3 yB-gene),
tanto para los pacientes con Hb AC,
Hb SC y beta talasemia. Adicionalmen-
te, para los pacientes con mutaciones
beta talasemicas se estudiaron los sitios
polimorficos Avall (B-gene) y el Hinfl
(3'B-gene). La asignacién de los haplo-
tipos y su asociaciéon a la variante de
Hb C fue realizada por estudio familiar
y siguiendo la clasificacion propuesta
por Bohem et al. (1985) y Talacki et al.
(1990); en pacientes con beta talasemia
los haplotipos del gen B globina fueron
asignados segun la clasificacion pro-
puesta por Orkin et al. (1982) y Old
(1993), y en paciente con Hb S los ha-
plotipos fueron clasificados siguiendo
la clasificacion propuesta por Pagnier
et al. (1984) y Nagel et al. (1985).

Resultados

Los polimorfismos den-
tro del bloque de genes [ globina en
pacientes con beta talasemia fueron es-
tudiados en 70 alelos pertenecientes a
66 pacientes no relacionados. Los ha-
plotipos asociados a las mutaciones
beta talasémicas fueron asignados se-
gun la clasificacion de Orkin et al
(1982) y OId (1993). Los haplotipos
fueron asignados por estudio familiar y
se observo que cada mutacién beta ta-
lasémica se encuentra asociada a uno o
dos haplotipos especificos en la mayo-
ria de los casos (Tabla I). Los haploti-
pos asociados a las mutaciones de ori-
gen mediterraneo Cd39 (C—T), IVSI-1
(G—A), IVSI-5 (G—A), 1VSI-6 (T—C),
IVS1-110 (G—A), IVSII-1 (G—A), IV-
SI1-745 (C—G) demostraron concordan-
cia con este origen en un 68,6% en la
poblacion estudiada. De igual forma,
los haplotipos asociados a las mutacio-
nes de origen africano tales como 29
(A—QG), -88 (C—T), la delecion de 1.39
Kb, IVSII-1 (G—T), IVSII-849 (A—G)
coinciden con el origen africano descri-
to para estas mutaciones en un 28,6%
(Tabla I).

La variante de hemo-
globina C (HbC) es producida por una
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TABLA I
ASOCIACION DE LAS MUTACIONES BETA TALASEMICAS CON EL HAPLOTIPO

DEL GEN p GLOBINA

BN Estos haplotipos en el gen
B¢ han sido descritos en los in-
dividuos originarios del oeste

de Africa, noreste de Ghana, te-

Mutaciones N° de Hu,chI HindllI Hindlll Hincll H}ncII Avall lenﬂ Clasificacién _rritorio Volta y el oeste de Ni-
alelos 5S¢ 1G YA vB o 3-wB B 3B geria. Por lo tanto, su presencia

Cd39(C—T) 11 + - - - - + + I en la poblacion local corrobora
8 - + + - + + + I los hallazgos de los registros

IVSI-1 (G—) 7 + - - - - + - N histéricos acontecidos en Vene-
IVSI-6(T—C) 5 - + + - - - + VI zuela durante el proceso de co-
2 + - - - + - + lonizacién y el posterior mesti-

L ) + - - + - + zaje que ocurrié en este pais.

IVSI-110 (G—A) 7 + - - - - + + I Igualmente, concuerda con la
IVSII- 849 (A—G) 2 ) . N ) + ) + teoria de Boehm et al. (1985),
88 (C—T) é + J_r i j: J'r 1 quienes reportan que el gen B_C
1 N ) ) ] n . . tiene un snnple origen geografi-

29 (A—G) 3 N ) ) + + + + co que surgio de un cromosoma
1 } n ) 4 4 " " IX A comun en el oeste de Africa,

1 _ _ _ _ _ " 4 debido a que se encuentra en

1 . . . . + T T una frecuencia <10% asociado

IVSI-5 (G—A) 3 + R - - - . + VII al gen pA y sugiere que los ha-
IVSII-1 (G—A) 3 - + - + + + - il plotipos menos comunes C'"'y
1.393bp delecion 4 + - - - - + + I C"! surgieron como resultado de
-86 (C—G) 2 + - - - - + + I eventos de recombinacion en el
IVSII-1 (G—-T) 1 - - - - + + + extremo 5’ del gen B globina.
IVSII- 745 (C—G) 1 + - - - - - + VII Los haplotipos del gen B¢ son
Total 70 idénticos en el extremo 3° del

mutacion en el codon 6 de la cadena B
globina, donde el 4cido glutdmico es
sustituido por lisina (o, B, ©v1); des-
pués de las variantes de hemoglobinas
S y la E, representa la tercera hemog-
lobinopatia mas frecuente en el mundo
y en Venezuela es la segunda en fre-
cuencia. El haplotipo del gen B globina
asociado a la variante de hemoglobina
C fue estudiado en 60 pacientes, siendo
el haplotipo B¢ el mas frecuente, segui-
do del By del BC". El haplotipo B¢
(-+--1) se observo en una frecuencia de
65%, seguido del haplotipo B¢ (----+)
en un 5% y el haplotipo B! (----- ) en
un 3,3%. El grupo restante presento
otras variantes atipicas de haplotipo B€
(Tablall). En los pacientes con Hb SC,
el haplotipo BS CAR fue el de mayor
frecuencia, seguido de los haplotipos
Benin y Camerun (Tabla III).

Discusion

Por mas de 20 afios el
analisis de los haplotipos del genes B
globina ha sido una exitosa herramienta
para investigar el origen de las muta-
ciones que causan las hemoglobinopa-
tias en el mundo, particularmente las
ligados al gen BS, al B¢ y a la beta tala-
semia.

Los estudios realiza-
dos en Venezuela han demostrado que
el gen PBS se encuentra asociado a los
haplotipos Benin, Banti (CAR), Sene-
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gal y Camertn con frecuencias varia-
bles, dependiendo de la regiéon del
pais de donde provengan los indivi-
duos (Arends et al., 2000, Moreno,
2002, Vivenes-Lugo et al., 2003). En
este estudio, en los pacientes con he-
moglobina SC se encontr6 que el gen
S esta asociado a los haplotipos
CAR, Benin y Camertun. El gen € se
observo asociado al haplotipo B¢ en
mayor frecuencia, seguido del B¢y el

gen B globina pero diferentes en
el extremo 5°.

Estudios de la frecuencia
de los haplotipos del gen B¢ en las po-
blaciones de Reconcavo Baiano y Per-
nambuco, Brasil, reportan su asociacion
a los haplotipo B¢' en mayor frecuencia,
seguido al B¢y el B¢ aunque en una
frecuencia variable, coincidiendo este
hallazgo a lo observado en la poblacion
estudiada (Bezerra et al., 2007; Dos
Santos et al., 2010).

Las mutaciones Cd39 (C—T),
IVSI-1 (G—A), IVSI-5 (G—A), 1VSI-6

TABLA 11
HAPLOTIPOS DEL GEN B GLOBINA EN PACIENTES CON HB AC, SC Y CA,
. Pacientes Pacientes Pacientes N
Haplotipos Hb AC Hb SC Hb CA, Total %
CI (-+--+) 19 17 3 39 65
CII (----+) 2 1 3 5
CIII (-----) 2 2 3,3
Atipico 4 12 16 26,6
Total 27 30 3 60 100
TABLA III

HAPLOTIPOS DEL GEN  GLOBINA EN PACIENTES CON HB SC

Haplotipo %

Haplotipo B¢ No Total %
Benin CAR Camerun .
caracterizado

CI(-+--+4) 8 6 1 4 19 63,4
CIl (----+) 1 1 3,3
CHI (- - - - - ) 1 1 3,3
No caracterizado 1 6 9 30
Total 11 12 1 6 30 100
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(T—-C), IVSI-110 (G—A), IVSII-1
(G—A) e IVSII-745 (C—G) encontra-
das en los pacientes beta talasemicos
en el presente estudio fueron mutacio-
nes descritas previamente en poblacio-
nes de origen mediterraneo y el estu-
dio de sus haplotipos demostré concor-
dancia con este origen en un 68% de
los alelos. En este sentido, en los estu-
dios de Falchi et al. (2005) sobre la
asociacion del haplotipo del gen B glo-
bina a la mutacion CD39 en la pobla-
cion de Corcega se encontré6 a esta
mutacion asociada al haplotipo II en
un 18% vy al haplotipo I en un 2,3%.
De igual forma, Piras et al. (2005) en
un estudio de la frecuencia de los ha-
plotipos asociados a la mutaciéon CD39
en la poblaciéon de Cerdefia observo
que esta mutacion se encuentra asocia-
da al haplotipo II en un 52% y al ha-
plotipo I en un 29%. Schiliro et al.
(1995) en un estudio sobre la heteroge-
neidad genética de la beta talasemia en
el sur-este de Sicilia encontraron a la
mutacion CD39 asociada exclusivamen-
te a los haplotipos I y II, a la muta-
cion IVSI-110 asociada al haplotipo I,
a la IVSII-745 asociada al haplotipo
VII, a la IVSI-1 asociada al haplotipo
V y a la IVSI-6 asociada al VI, coinci-
diendo con este hallazgo lo encontrado
en el presente estudio. La asociacion
de las distintas mutaciones encontradas
en este estudio con los haplotipos per-
mite concluir que la mayoria de ellas
fueron introducidas en Venezuela como
producto de las migraciones.

La mutacion IVSI-6 es-
tuvo asociada al haplotipo VI (-++---
+), en 5 alelos beta talasémicos, tal
como lo describieran Orkin et al.
(1982) y Old (1993). Esta misma muta-
cion estuvo asociada al haplotipo -+--
+++ en un alelo y al haplotipo +---+-+
en dos alelos. La asociacion de la mu-
tacion IVSI-6 con el haplotipo -+--+++
permitié inferir que se trata de una
mutacion que ocurrié de novo, debido
al origen indigena del padre, determi-
nado por estudio familiar, también
portador de la misma mutacidén y cuyo
haplotipo no concuerda con el haploti-
po VI que relaciona el origen portu-
gués de esta mutacion.

Por otro lado, las mu-
taciones de origen africano, tales como
29 (A—G), -88 (C—-T), la delecion de
1,39kb, IVSII-1 (G—T) y la IVSII-849
(A—G) se encontraron asociadas a ha-
plotipos de origen africano en un
28,6% de los alelos (Tabla I). La muta-
cion -29 (A—QG) se observo asociada al
haplotipo ---++++, como lo describiera
Old et al. (1993) en poblaciones de ori-
gen africano, confirmando este hallaz-
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go el origen africano de esta mutacion
y no el origen chino de la misma.

El analisis de los ha-
plotipos en estas mutaciones corrobora
el origen mediterraneo y africano de
las mismas, las cuales han sido descri-
tas en la poblacidon original reforzando
el flujo de genes desde estas regiones.

La explicacion de estos
hallazgos se relaciona con la historia
del poblamiento de Venezuela, pais
que recibié una gran inmigracion de
paises como Espafia, Italia, Portugal y
Alemania en la ultima parte del siglo
XIX y en los comienzos del siglo XX
(Arends, 1971). Los estudios realizados
por Tulio Arends y colaboradores du-
rante treinta afios (1960-1990) demos-
traron esta diversidad racial, encon-
trando una alta incidencia de las va-
riantes de Hb S y C y de la beta tala-
semia entre los grupos con ancestros
de origen mediterraneo y africano, no
asi en amerindios. Ademas, observaron
la beta talasemia asociada a las varian-
tes de Hb S y C (Arends et al., 1982).
El presente estudio permite confirmar
el origen de las mutaciones que produ-
cen tanto defectos estructurales como
defectos de sintesis en la poblacion ve-
nezolana. El mestizaje evidente de la
poblacion hace de los haplotipos y de
las variantes hemoglobinicas, en espe-
cial la Hb S, la Hb C y las mutaciones
beta talasémicas una herramienta util
para corroborar la informacion histori-
ca de Venezuela.
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SIGNIFICANCE OF BETA GLOBIN HAPLOTYPE IN THE ORIGIN OF HEMOGLOBINOPATHIES IN VENEZUELA
Martha Bravo-Urquiola, Maria Gonzalez, Silvia Montilla, Marycarmen Chacin, Dalia Velasquez, Gloria Garcia

and Anabel Arends

SUMMARY

In the present study, the significance of the beta globin gene
haplotypes in the origin of the hemoglobinopathies was deter-
mined in 60 unrelated patients with Hb C and 66 patients with
beta thalassemia. Quantitation of Hb A, Hb A, and Hb F was
performed by ion exchange HPLC-CE. Genomic DNA was iso-
lated from white blood cells by the salting-out procedure. Analy-
sis of the p globin gene mutations was done by polymerase chain
reaction (PCR) - based reverse dot blot (RDB) technique. The
S globin gene cluster haplotype was characterized by a PCR-
based restriction enzyme analysis (PCR-RFLP). The beta globin
gene haplotype associated with Hb C was the p (-+--+) in 65%,
followed B! (----+) in 5% and P (-----) in 3.3%. The atypical

haplotypes were 26.6%. Different haplotypes linked to the f thal-
assaemia chromosomes were found and each mutation was as-
sociated to a few specific haplotypes. The chromosomes carrying
CD 39 (C—T) mutation was associated to I and II haplotypes.
The IVSI-110 (G—A), del 1.39 Kb and -86 (C—G) mutations
were associated to haplotype I, the IVSI-5 (G—A) and IVSII-745
(C—G) mutations to haplotype VII, IVSI-1 (G—A) to haplotype
v, IVSII-1 (G—A) to haplotype III and the IVSI-6 (T—C) muta-
tion to haplotype VI In patients with Hb SC, 5 CAR haplotype
was the most frequent, followed by haplotypes Benin and Camer-
oon. These results suggest that the origin of hemoglobinopathies
in Venezuela is Mediterranean and African.

SIGNIFICANCIA DOS HAPLOTIPOS DO GENE BETA GLOBINA NA ORIGEM DAS HEMOGLOBINOPATIAS NA

VENEZUELA

Martha Bravo-Urquiola, Maria Gonzalez, Silvia Montilla, Marycarmen Chacin, Dalia Velasquez, Gloria Garcia e Anabel Arends

RESUMO

O presente estudo pretende corroborar a origem das vari-
antes de hemoglobinas S, C e a beta talassemia em um grupo
de pacientes venezuelanos através do estudo dos haplotipos do
gene beta globina. Em 60 sessenta pacientes ndo relacionados
com Hb C e em 66 pacientes com beta talassemia foram deter-
minadas as variantes de hemoglobinas mediante a técnica de
cromatografia liquida de alta precisdo de intercambio cationico
(HPLC-CE). O ADN foi extraido pelo método de salting out. O
diagnostico das mutagoes beta talassémicas foi realizado por
reverse dot blot e a determinag¢do do haplotipo do gen beta glo-
bina a técnica dos polimorfismos de longitude dos fragmentos
de restrigdo (RFLP). O haplotipo do gene beta globina asso-

ciado a Hb C foi o p (-+--+) em 65%, seguido do p°" (----+)
em 5% e o fM (-----) em 3,3%. Observou-se um 26,6% de hap-
lotipos atipicos. Em pacientes com beta talassemia a mutagdo
CD 39 (C—T) esteve associada aos haplotipos I e II, as mu-
tagoes IVSI-110 (G—A), Do 1,39kb e -86 (C—G) ao haplotipo
I, a mutagdo IVSI-5 (G—A) e a IVSII-745 (C—G) ao haplotipo
VII, a IVSI-1 (G—A) ao haplotipo V, la IVSII-1 (G—A) ao Il e
a IVSI-6 (T—C) ao VI, coincidindo estes resultados com os da
literatura. Em pacientes com Hb SC, o haplotipo bS CAR foi o
mais frequente, seguido do haplotipo Benin e Camaroes. Os re-
sultados sugerem que a origem das hemoglobinopatias na Ven-
ezuela é mediterraneo e africano.
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