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RESUMEN

La anemia de células falciformes (ACF) es una en-
fermedad de herencia autosémica recesiva, causada
por mutaciones puntuales en el gen HBB. Los indivi-
duos con alteracion en la hemoglobina S pueden ser
heterocigotos u homocigotos. Objetivo: El presente
trabajo tuvo como objetivo conocer el genotipo de
pacientes clinicamente diagnosticados con ACF a
través de PCR-RFLE como un método alternativo a
la electroforesis de hemoglobinas, para ser utilizado
en el diagndstico de ACE Método: La muestra del
estudio fueron 63 pacientes con diagndstico clinico
de ACE a quienes se les tom6 5 ml de sangre para
extracciéon de ADN, amplificacién y digestion con en-
zima de restriccién Eco811 (Bsu36l). Los fragmentos
se corrieron en electroforesis de Agarosa al 2%, y
se identificd el genotipo de los pacientes en estudio.
Resultados: El 34.4% de los nifios eran de 0-5 afios,
predominando el sexo masculino con 61%, el 53%
procedian de Managua. En relacién con su genoti-
po el 82.5% de los pacientes presentaban ACF en su
estado homocigoto, 3.2% ACF heterocigotos, y en el
14.3% de los casos, los electroferogramas no eran
compatibles con ACE Conclusiones: En este estu-
dio, la mayoria de los nifios que buscan asistencia
por anemia falciforme en el Hospital Manuel de Je-
sus Rivera “La Mascota”, son homocigotos (82.5%),
mientras que s6lo un 3.2% son heterocigotos, lo cual
es de esperar, conociendo la presentacién clinica de
ambos estados. El 14.3% de los electroferogramas (9
nifios), no fueron consistentes con anemia falcifor-
me, lo que nos conduce a la necesidad de examinar
otros tipos de hemoglobinopatias.
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ABDTRACT

Sickle cell anemia (ACF) is an autosomal recessive
inheritance disease, caused by point mutations in
the HBB gene. Individuals with altered hemoglobin
S can be heterozygous or homozygous. Objective:
The present work had as objective to know the ge-
notype of patients clinically diagnosed with ACF
through PCR-RFLE as an alternative method to be
used for the diagnosis of ACE Method: The study
sample was 63 patients with a clinical diagnosis of
ACE who took 5 ml of blood for DNA extraction,
amplification and digestion with the restriction
enzyme Eco81I (Bsu36I), which was subsequently
run Agarose electrophoresis at 2% with the samples
obtained from the digestion with which the geno-
type of the study patients was identified. Results:
It was found that 34.4% of the children were 0-5
years old, the male sex being predominant with
61%, 53% came from Managua. In relation to their
genotype, 82.5% of the patients presented ACF in
their homozygous state, 3.2% heterozygous ACF
and 14.3% did not present ACF results. Conclu-
sions: In this study, most children seeking care for
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sickle cell anemia at the Manuel de Jestis Rivera KEY wORDS

Hospital “La Mascota” were homozygous (82.5%),

while only 3.2% were heterozygous, which is ex-  Sickle cell Anemia, Hemoglobin S, PCR-RFLP
pected given the clinical presentation of both con-

ditions. Nine children (14.3%) of the electrophero-

grams were not consistent with sickle cell anemia,

which highlights the need to examine other types

of hemoglobinopathies.

INTRODUCCION

La anemia de células falciforme (ACF), también llamada anemia drepanocitica es una enfermedad de
herencia autosémica recesiva, causada por mutaciones puntuales en el gen HBB, localizado en el brazo
corto del cromosoma 11, locus 15.5. La variante alélica S es originada por la sustitucién de (GAG-GTG:

Glu-Val) en la posiciéon 6 de la cadena B de la globina®?2.

Los pacientes con hemoglobina S pueden ser heterocigotos para hemoglobina S (Hb AS), es decir son por-
tadores, y tienen manifestaciones clinicas solo bajo ciertos estimulos, o bien, homocigotos, (Hb SS) lo cual
corresponde a la ACF*%2. La forma homocigota es la que se hace evidente a través de los sintomas y signos
clinicos, como la oclusién de vasos sanguineos por masas de hematies en forma de hoz (media luna), entre
los que destaca el dolor agudo, sindrome tordcico agudo, priapismo, secuestro esplénico y la susceptibili-
dad aumentada a la infeccion por diversos agentes y dafios progresivos en diferentes érganos>2.

La anemia de células falciforme fue la primera enfermedad de origen genético reportada en el mundo, y en
la actualidad es una de las hemoglobinopatias mas frecuentes. En todo el mundo hay unos 7,7 millones de
personas con anemia de células falciformes, una cifra que ha aumentado mds del 40 % desde el afio 2000.
Se estima que la anemia de células falciformes causa mds de 375 mil muertes cada afio. Su prevalencia es
alta en Africa ecuatorial, pero se encuentra también en la cuenca del mediterréneo, en regiones de la India,
Arabia Saudita y en las poblaciones de origen africano de América del Norte, América Central, América
del Sur y el Caribe*. Las hemoglobinopatias causan aproximadamente un 3.4% de las defunciones entre
los nifios menores de 5 afios. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada afio nacen
mas de 330 mil nifios afectados, en donde el 83% de los casos corresponde a anemia de células falciformes
y 17% a talasemia. En paises de alta prevalencia se han implementado programas de tamizaje neonatal,
para detectar tempranamente la ACF e iniciar tratamiento preventivo temprano, asi como asesoramiento
apropiado a los padres y una atencién primaria adecuada a los afectados®®.

En Latinoamérica los paises que mas han reportado ACF son Cuba, Brasil, Colombia, entre otros’, Cuba
es uno de los paises con mas casos reportados, por lo que establecieron un Programa Nacional de Diag-
noéstico y Prevencion de Anemia por Hematies Falciforme, en el cual se realiza pesquizaje a embarazadas,
indicando la electroforesis de hemoglobina en el momento de la captacion y posterior estudio a la pareja
de la gestante, si ésta resulta ser portadora (AS o AC), lo que permite la identificacién de las parejas de
alto riesgo, a las que se les brinda la posibilidad del diagnéstico prenatal por estudios basados en ADN o

bien la asesoria genética®.

Cervera 1. et al.” usaron PCR-ARMS y PCR-RFLP para detectar la presencia de los alelos BA, BS y BC, en
270 muestras de ADN de fetos concebidos por parejas con riesgo de tener descendencia afectada por
ACE En tanto Garcia-Heredia et al.!° estudiaron 1,855 muestras de liquido amniético para diagndstico
molecular de ACE Ambos estudios utilizaron la técnica de PCR-ARMS y PCR-RFLE destacando que
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el método PCR-RFLP tiene ventajas con respecto a PCR-ARMS, ya que usa una pequefa cantidad de
muestra bioldgica, y aseguran el diagndstico prenatal de hemoglobina S, lo que permite el adecuado asesora-
miento genético a las parejas en riesgo y una atencién médica especializada a los nacidos con la enfermedad.

En Nicaragua se han realizado diversos estudios de ACF en el Hospital infantil Manuel de Jesus Rivera “La
Mascota”, principalmente para evaluar la epidemiologia y el comportamiento clinico de la enfermedad,
el que estd acompafiado por técnicas inespecificas de laboratorio como: BHC, plaquetas, extendido peri-
férico, reticulocitos, test de falciformacidn, y pruebas de quimica sanguinea'>'?, ya que los métodos mole-
culares no estan disponibles en el hospital, por lo que no es posible la identificacién de los individuos ho-
mocigotos y heterocigotos. Por tanto, nos hemos planteado realizar este estudio en pacientes clinicamente
diagnosticados con ACE aplicando herramientas moleculares como diagndstico de laboratorio a través de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de fragmentos de restriccién de longitud polimorfa (RFLP),
ya que es una técnica robusta y mas econémica en comparacion a la electroforesis de hemoglobina lo que
va a facilitar el diagnéstico temprano y oportuno de los pacientes, aplicacién de esquemas de tratamiento
acorde al genotipo, por lo tanto a mejorar la calidad de vida de los pacientitos con esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es descriptivo de corte transversal, realizado a nifios con diagndstico clinico de anemia
drepanocitica en el Hospital Infantil Manual de Jests Rivera “La Mascota” Managua. El universo lo cons-
tituyeron 215 pacientes en el momento del estudio, del cual se obtuvo una muestra de 63 pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusién de ser atendido en el hospital y tener diagnéstico clinico de ACE

Para la toma de muestra de sangre de los pacientes, se les explico a los padres la importancia y utilidad del
estudio, lo padres que estuvieron de acuerdo firmaron el consentimiento informado, asi como el llenado de
un cuestionario estructurado con informacién sociodemogréfica de los pacientes (edad, sexo, procedencia)
y datos clinicos de la enfermedad. También se le informo a los padres que la muestra obtenida no represen-
taba ningtin peligro para el nifio y se garantiz6 la confidencialidad de los datos obtenidos.

La toma de la muestra de sangre se realizé en el Hospital Infantil Manual de Jesuds Rivera “La Mascota”,
de los 5ml de sangre total se extrajo el ADN para su posterior estudio a través del método PCR-RFLB en el
cual se valoraria la condicién genotipica de la ACF en su estado homocigoto o heterocigoto. El andlisis de
las muestras se realizé en el Laboratorio Central del Sector Salud de UNAN-Managua, en donde se reali-
zaron los procesos de extraccién de ADN, amplificacién y digestién enzimatica de las muestras en estudio,
las que fueron posteriormente sometidas a electroforesis en gel de agarosa. La informacién se procesé en
SPSS y los resultados fueron presentados en tablas y gréficos.

PROCEDIMIENTOS REALIZADOS

Extraccion de ADN gendmico: Para la extraccién del ADN se utilizé el kit de QlIAamp DNA Mini Kit
de QIAGEN, y una vez extraido el ADN se realizé control de calidad para ver concentracién, pureza e
integridad del ADN.

Amplificacion de los alelos BS: Para la amplificacién del alelo se utiliz6 100 ng ADN, 10 uM de los ce-
badores BCD6 y BCD7, 5 ul de ADN, 25 ul de Hot Start Taq 2x Mdéster Mix, el que se completd con 18 ul
de agua grado biologia molecular para un volumen final de 50 ul. Las muestras fueron amplificadas en
termociclador GeneAmp PCR System 9700.

PAG. 21-27



PAG. 21-27

24 Revista Ciencias de la Salud y Educacién Médica. Revista de la UNAN-Managua, Vol 6, N.10. Jul. Dic. 2024.

Digestidon enzimatica: Se efectud en un volumen final de 30 uL, que contenia 20 unidades de la enzima
de restriccion Eco81I (Bsu36I) de Thermo Scientific, al que se le afiadié 2uL de 1X/ 2X del tampdn de la
enzima (Tango) con BSA, 10 uL del alelo amplificado y 16 uL de agua grado biologia molecular, incubdn-
dose a 37°C por 4 horas.

Electroforesis en gel de agarosa: Las muestras digeridas fueron sometidas a electroforesis en gel de
agarosa NuSieve 3:1 (Lobanza) al 2% con bromuro de etidio, a 100 Voltios durante 40 minutos, usando
1X de Tris-Acido Bérico-EDTA (TBE) como tampén de corrida, posteriormente las bandas se visualizaron
en un transiluminador ultravioleta.

ResuLTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio con respecto a los datos sociodemograficos de los pacientes
fueron los siguientes: el rango de edad fue de 1-16 afios, encontrandose el 34.4% de 0-5 afios, 32.8%
de 6-11 afios y el 32.8% de 12-18 afios. Con relacién al sexo, predomind el sexo masculino con 61% y
el femenino con 39%.

Con relacién a la procedencia se encontré que la mayoria de los pacientes proceden de Managua con 34
casos (53%), 8 de Chinandega y Rivas (12.5%), 2 procedentes de Masaya, Jinotega y Boaco, respectiva-
mente, lo que corresponde al 3.1%, y un caso en cada uno de los siguientes departamentos y municipios:
Esteli, Nueva Guinea, Pueblo Nuevo, Le6n, Niquinohomo, Granada, Tipitapa y Bluefields, (figura. 1).

Boaco (&

Jinotepe 1 [
Masaya s
Rivas i
Chinandega :

Managua

Figura 1. Procedencia de los pacientes en estudio.

En relacién con los resultados de la digestion enzimatica, se encontrd que el 82.5% de los pacientes pre-
sentan ACF en su estado homocigotos, 3.2% ACF heterocigotos y el 14.3% no presentaron resultados de
ACE Los resultados por edad estan expresados en la (tabla 1), reflejando que el mayor niimero de casos
homocigotos se presentd en las edades de 6-11 afios.
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Tabla 1. Resultados obtenidos por PCR-RFLP

Homocigoto Heterocigoto

\|
0-5 afios 17 326 1 50 3 333
6-11 afios 19 36.5 o] 2 222
12-18 16 30.7 1 50 4 44.4
Total 52 2 9

DiscusiON DE RESULTADOS

Este estudio se realiz6 con 63 pacientes clinicamente diagnosticados con ACE los que se encontraban entre
1-16 afios, predominando el grupo etario de 0-5 afios con el 34.4% (22) al momento del estudio. Este
rango de edad coincide con lo reportado por?® ya que es la etapa en que los nifios presentan la fase aguda
de la enfermedad, sin embargo, es importante mencionar que muchos de los pacientes que al momento
del estudio estaban fuera de ese rango, fueron diagnosticados entre los seis y doce meses del nacimiento,
o bien en este rango de edad.

El sexo masculino predomind sobre el femenino con 61% (39), varios estudios han reportado que el sexo
no tiene ninguna influencia en quienes padecen ACF'S.

Hospital Infantil Manual de Jests Rivera “La Mascota” es el hospital del nifio de referencia nacional, por lo
que se atiende a pacientes provenientes de diferentes regiones del pais. En este estudio el 53% (34) de los
pacientes eran de Managua, 12.5% (8) Chinandega y Rivas, asi como de otros departamentos. La mayor
presencia de estos pacientes en Managua probablemente se deba a que algunas poblaciones principalmen-
te de descendencia africana hayan migrado del campo a la ciudad.

La ACF no ha sido investigada por métodos moleculares basados en ADN en Nicaragua, éste, es el pri-
mer estudio realizado con diagndstico molecular por PCR-RFLE encontrando los siguientes resultados:
el 82.5% (52) de los pacientes presentaron ACF en estado homocigoto, 3.2% (2) ACF heterocigotos y el
14.3% (9) no concordaron con ACE Este método ha sido reportado por otros autores®!®!! quienes lo han
utilizados para diagndstico prenatal de hemoglobina S, tanto en fetos como en liquido amniético, por lo
que lo han considerado un método accesible.

La identificacién del genotipo es de gran importancia porque asi mismo se valora el estado del paciente,
por ejemplo la mayoria de los pacientes heterocigotos (HbS) son portadores del gen de la hemoglobina
S defectuosa, son asintomaticos o tienen una sintomatologia leve, por lo que llevan una vida normal y
no necesitan tratamiento a no ser que se expongan a ciertos estimulos ambientales o presenten alguna
infeccién, sin embargo juegan un rol genético-reproductivo por lo que pueden heredar la mutacién a su
descendencia, en tanto los pacientes homocigotos (HbSS), presentan la enfermedad con signos y sintomas
que deben ser tratados oportunamente para mejorar su calidad de vida y evitar complicaciones>*3.

Es importante sefialar que en este estudio se encontraron nueve pacientes que no eran ACE tal como ha-
bian sido diagnosticado clinicamente, por lo que se hace necesario realizar otros estudios de laboratorio
para ver que otras hemoglobinopatias estan asociadas a la clinica que presentaron estos pacientes.
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CONCLUSIONES

En este estudio, la mayoria de los nifios que buscan asistencia por anemia falciforme en el Hospital Infantil
Manual de Jests Rivera “La Mascota”, son homocigotos 82.5%, mientras que sélo un 3.2% son heteroci-
gotos, lo cual es de esperar, conociendo la presentacion clinica de ambos estados. El 14.3% de los electro-
ferogramas (9 nifios), no fueron consistentes con anemia falciforme, lo que nos conduce a la necesidad de
examinar otros tipos de hemoglobinopatias.

Podemos decir que el PCR-RFPL es un método de gran utilidad en el diagndstico de los genotipos de ACE
por lo que la implementacién del método en el hospital contribuiria a un diagndstico temprano y oportuno
de los pacientes, por lo tanto, a un adecuado manejo clinico, lo que contribuird a mejorar la calidad de
vida de estos pacientes.
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