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Resumen. EIl objetivo del trabajo fue estudiar la frecuencia de anemia
nutricional en los indios Yucpa, habitantes de la region occidental de Vene-
zuela. Se estudiaron 399 indios de la etnia Yucpa, habitantes de las comu-
nidades de Aroy, Marewa y Peraya. En cada individuo se determinaron las
concentraciones de hemoglobina y los niveles séricos de hierro, capacidad
de saturacién de transferrina, ferritina, acido félico y vitamina B12. Ademas
se estableci6 la frecuencia de anemia y déficit de nutrientes en cada comu-
nidad. Se encontré anemia en el 71,1% de los individuos de Aroy, el 52,2%
de los habitantes de Marewa y el 74,4% de Peraya. En el 48,1% de los casos
de anemia no se hall6 deficiencia de hierro, folato o vitamina Bi2, sin em-
bargo el 39% de los individuos estudiados tenia anemia por deficiencia de
hierro y el 12,9% tenia anemia por déficit de folato y o vitamina B12. La alta
frecuencia de anemia sin causa nutricional entre los indios Yucpa, se atri-
buye a la prevalencia de enfermedades infecciosas tales como hepatitis, pa-
rasitosis e infecciones de piel y del tracto respiratorio.

Anemia among western venezuelan indians.
Invest Clin 1999; 40(3): 191-202.
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Abstract. The purpose of the study was to investigate the frequency of
nutritional anemia among western venezuelan indians. Three hundred and
ninety nine Yucpa indians from the communities of Aroy, Marewa and
Peraya were studied. The concentrations of hemoglobin, serum iron, total
iron binding capacity, serum ferritin, serum folate and serum vitamin B2
and the frequency of anemia and nutrient deficiency were determined. Ane-
mia was found in 71.7% of people from Aroy, 52.25 from Marewa and in
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74.4% from Peraya. No nutrient deficiencies were found in 48.1% of cases
with anemia, while iron deficiency anemia was present in 39% of the popu-
lation studied, and folate and or vitamin B12 deficiency were associated
with anemia in only 12.9% of cases. The high frequency of anemia, unre-
lated to nutrient deficiency, among the Yucpa indians, is atributed to the
prevalence of chronic infectious diseases such as hepatitis and parasitic in-
fections, as well as skin and respiratory infectious processes.

Recibido: 13-1-99. Aceptado: 29-7-99.

INTRODUCCION

La mayoria de las tribus indige-
nas latinoamericanas vive en pobre-
za extrema y a pesar de ello, son
muy escasos los estudios sobre las
condiciones de nutricibn de estos
grupos. En Venezuela, son bien co-
nocidos los estudios de Wilbert y col
(1) en los indios Warao, que son una
tribu que habita el Delta del rio Ori-
noco en la zona oriental del pais.
Mas recientemente, Diez-Ewald y col
(2), estudiaron la prevalencia de
anemia nutricional en los indios de
la etnia Bari, descendientes de los
Chibchas y habitantes de la Sierra
de Perijd en el occidente de Vene-
zuela. En esa misma zona, existe
otra tribu indigena, los Yucpas, que
son un grupo que vive en la falda
oriental de la cordillera de Perija
(Fig. 1), descendientes de las tribus
Caribes encontradas por los con-
quistadores espafioles a lo largo de
la costa de Venezuela (3). Estos in-
dios viven dispersos en pequefias
comunidades rurales de no mas de
300 personas, cercanas a haciendas
ganaderas y areas urbanas. De
acuerdo al ultimo censo de pobla-
cion el grupo total es de 4174 indivi-
duos (4). Algunos hombres trabajan

en las haciendas, pero la mayoria
se queda en su comunidad reali-
zando tareas rudimentarias de agri-
cultura. Sin embargo, a pesar de su
mayor contacto con poblaciones no
indigenas, estos indios viven en
condiciones bastante primitivas.
Sus hébitos alimenticios consisten
principalmente de carbohidratos
(yuca, maiz, arroz y pasta), la pro-
teina animal que consumen corres-
ponde en su mayoria a sardinas en-
latadas y uno que otro producto de
la caza o de la pesca. Los vegetales
y frutas son escasos y estan repre-
sentados en su mayor parte por
mangos y bananos cuando estan en
estacion. La atencidn que estos gru-
pos reciben consiste principalmente
de campafias de vacunacion por
parte del Estado, la actividad misio-
nera y ultimamente por los progra-
mas de ayuda de las compafias pe-
troleras  (Fundacion  Zumaque-
PDVSA), que han instalado letrinas
ventiladas y tuberias que llevan
agua al centro del poblado. Es poco
lo que se sabe del estado nutricio-
nal de estos indigenas, por lo que el
propésito del presente trabajo es
estudiar la frecuencia de anemia y
de déficit de nutrientes necesarios
para la hematopoyesis.

Investigacion Clinica 40(3): 1999
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Fig. 1. Mapa del estado Zulia donde aparecen las poblaciones de Aroy, Marewa y
Peraya. En el cuadro inciso se muestra el mapa de Venezuela donde el esta-
do Zulia se observa en punteado en el Noroeste del pais.

MATERIAL Y METODOS

Se escogieron tres comunida-
des: Aroy que es un pequefio pobla-
do de dificil acceso, en la falda de la
montafia y Marewa y Peraya, ambas
de féacil acceso y localizadas en un
valle a corta distancia de la Mision
del Tukuko, donde existen facilida-
des para adquirir provisiones basi-
cas.

En total se estudiaron trescien-
tos noventa y nueve individuos de
edades comprendidas entre 2 y 70

afios. Ciento seis personas corres-
pondieron a Aroy, 203 a Marewa y
90 a Peraya. Se realizé una historia
clinica y examen fisico de cada per-
sona y se le extrajo una muestra de
sangre venosa que se repartié en
dos tubos de vidrio. Uno de los tu-
bos contenia &cido etilendiamino te-
traacético (EDTA) y se destind para
la determinacién inmediata de he-
moglobina segun Crosby y col. (5),
hematocrito (microhematocrito) y la
preparacion de extendidos de sangre
periférica; el otro tubo no contenia
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anticoagulantes y estaba libre de
hierro y se utilizé para la obtenciéon
de suero. Los sueros se repartieron
en pequefios volumenes, en tubos
de polipropileno y se guardaron en
hielo seco hasta su traslado al labo-
ratorio, donde fueron almacenados a
-70°C hasta su utilizacion.

El hierro sérico se midio por el
método cromogénico, usando batro-
fenantrolina y la capacidad total de
saturacion con hierro se determind
mediante saturacidon con hierro ra-
dioactivo (6). La ferritina sérica fue
medida por un método absorbente
inmunoenzimatico (ELISA), de
acuerdo a Flowers y col (7) y las
concentraciones de folatos y vitami-
na Bi2 séricos se determinaron utili-
zando un método comercial de ra-
dioinmunoensayo (General Diagnostic
Products Corporation. Los Angeles,
CA. USA).

Los individuos de cada comuni-
dad se separaron en 4 grupos eta-

rios: menores de 6 afios, de 6 all,
de 12 a 17 y 18 afios 0 mas. A partir
de los 12 afios de edad los grupos se
separaron de acuerdo al sexo.

Se consider6 anemia o déficit
cuando la hemoglobina o los niveles
séricos de los parametros investiga-
dos, eran inferiores a los valores mi-
nimos normales presentados en la
Tabla 1 (8).

El analisis estadistico consistio
en el célculo de probabilidad me-
diante X2 y el coeficiente de correla-
cion.

RESULTADOS

La sintomatologia mas frecuen-
te en los individuos de estudio, es-
tuvo relacionada con infeccion para-
sitaria (dolor abdominal, prurito
anal, diarreas con sangre, etc.). Al
examen fisico el hallazgo mas llama-
tivo fueron las infecciones de la piel
secundarias al rascado a conse-

TABLA |
VALORES MINIMOS NORMALES DE HEMOGLOBINA Y NUTRIENTES
SEGUN LA EDAD

EDAD HEMO- HI’ERRO SATURAC. FERRITINA FOLATO VIT. B,
Anos GLOBINA SERICO DE TRANSFE- SERICA SERICO SERICA
g/dL pg/dL RRINA, % ug/L ug/L mug/L
1-2 10,7 30 12 10 3 150
3-5 10,9 30 12 10 3 150
6-11 11,5 50 15 12 3 150
12 - 17
Hembras 11,7 50 15 12 3 150
Varones 13,2 50 15 12 3 150
>18
Hembras 11,7 60 16 12 3 150
Varones 13,2 60 18 12 3 150

Investigacion Clinica 40(3): 1999



Anemia en poblaciones indigenas

195

cuencia de escabiosis. Ademas, se
detectaron procesos infecciosos res-
piratorios (gripe, bronquitis) y pali-
dez de piel y mucosas. Muchas per-
sonas refirieron haber sufrido hepa-
titis y la mayoria habia sido vacuna-
da contra poliomielitis, tosferina,
difteria, tétanos, sarampion y tuber-
culosis y un ndmero importante de
adultos también habia sido vacuna-
do contra hepatitis B.

La concentracion de hemoglobi-
na corpuscular media (CHCM) fue
30,9 en Aroy, 30,5 en Marewa y
30,8 en Peraya.

En el extendido de sangre peri-
férica el 54% de los pacientes pre-
sentaba gldbulos rojos normociticos
y normocromicos, en el 38% habia
hipocromia y en el 8% restante ani-
socitosis y el promedio de segmenta-
cion de neutrdfilos fue 3,7 + 0,4. En
el 77% de los pacientes provenientes
de Aroy, en el 90% de los de Marewa
y en el 100% de los habitantes de
Peraya, la formula leucocitaria mos-
tré 6% o mas de eosindfilos.

Los resultados de hemoglobina,
parametros de hierro, acido félico y
vitamina B12 obtenidos en cada po-
blacion, se presentan en las Ta-
blas II, 1ll, IV y V. En las tres comu-
nidades se hallaron concentraciones
bajas de hemoglobina. En Aroy el
valor promedio de hemoglobina en
la poblacion total fue 11,0 = 2,9
g/dL y se encontr6 anemia en el
71,7% de los casos. En Marewa el
promedio de hemoglobina fue 11,6 +
2,6 g/dL y el 52,2% de las personas
tenia anemia. En Peraya la hemoglo-
bina promedio fue 11,2 + 2,7 g/dL y
el 74,4% de los casos presentaba

anemia. La deficiencia de hierro y la
baja saturacion de transferrina tam-
bién fueron frecuentes en las tres
comunidades (28,0% y 22,2% res-
pectivamente en Aroy, 34,5% vy
31,4% en Marewa y 51,3% vy 42,5%
en Peraya). La ferritina sérica fue
baja en el 6,0% de las personas de
Aroy, en el 6,9% de Marewa y en
12,3% de Peraya. La deficiencia de
folato sérico fue también parecida
en Aroy y Marewa (6,0% y 6,9% res-
pectivamente), mientras que en Pe-
raya fue del 23,4%. La deficiencia de
vitamina Bi12 fue de 9,6% en la po-
blacion de Aroy, 3,3% en Marewa y
de nuevo fue mayor en Peraya con
13,4%.

En Aroy, no se hallaron dife-
rencias estadisticas significativas en
la frecuencia de anemia y déficit de
nutrientes segun los diferentes gru-
pos etarios. En cambio en Marewa,
las mujeres adultas tuvieron la ma-
yor tasa de anemia y deficiencia de
hierro (73,8% y 58,9% respectiva-
mente) y las tasas mas bajas se en-
contraron en los nifios menores de 6
afnos (38,9% y 6,1%). Peraya fue el
poblado con mayor frecuencia de
anemia y deficiencia de hierro
(P < 0,05) y aunque la frecuencia de
anemia se distribuyd por igual en
los diferentes grupos de edad, la de-
ficiencia de hierro fue menor en el
grupo mas joven. El déficit de hierro
y la baja saturacion de transferrina
fueron paralelos aunque esta ultima
fue mas frecuente. Cuando se com-
paran las deficiencias de folatos y
vitamina B12 en las distintas comu-
nidades y grupos etarios no se ha-
llaron diferencias estadisticas signi-
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TABLA 11

VALORES HEMATOLOGICOS DE LA POBLACION DE AROY

EDAD Hemo- Valores Hierro Valores  Satur.de Valores Ferritina  Valores Folato Valores Vit. B,, Valores
Afios globina Bajos Sérico Bajos Transfe- Bajos Sérica Bajos Sérico Bajos Sérica Bajos
g/dL % g/dL % rrina, % % ng/L % ng/L % mpug/L %
<6 11,8+0,5 25,0 70+0 0,0 20+0 0,0 - - 7,3%6,0 0,0 380,0+0,0 0,0
@ @) @) &) @
6-11 10,7+1,8 66,7 60+21 66,6 18+5 50,0 54+35 0,0 13,4+9,6 0,0 331+198 14,2
(24) (6) ™ (15) a4
12 - 17
Hembras 9,0+4,2 57,1 64+26 33,3 20+7 33,3 57+44 16,6 11,0+4,0 0,0 31689 0,0
@ (6) (6) ) 4
Varones 11,3%#1,3 62,5 66+21 16,6 22+9 0,0 69+8 0,0 9,4+8,7 20,0 24874 0,0
8 (6) (6) ®) 2
>18
Hembras 10,5+2,0 76,7 77+£32 27,2 2348 21,2 63+£37 3,1 7,7£3,8 13,3 392+256 13,3
(30) (33) (32) (15) (15)
Varones 12,2+3,7 83,3 83+29 23,3 27+9 20,0 94496 9,7 8,5+5,6 15,0 459+227 6,2
(33) (30) (31) (20) (16)
Total 11,0+2,9 71,7 76+£29 28,0 24+9 22,2 74+66 6,0 9,6%6,7 9,6 330+84 9,6
(106) (82) (82) (62) (52)

Los valores corresponden al X + DE. Las cifras entre paréntesis representan el nimero de casos.
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VALORES HEMATOLOGICOS DE LA POBLACION DE MAREWA

TABLA 1l

EDAD Hemo- Valores Hierro Valores  Satur.de Valores  Ferritina  Valores Folato Valores Vit. B,, Valores
Afos globina Bajos Sérico Bajos Transfe- Bajos Sérica Bajos Sérico Bajos Sérica Bajos
g/dL % g/dL % rrina, % % pg/L % pg/L % mpug/L %
<6 10,8+0.8 38,9 4717 6,1 4520 32,2 4520 6,4 11,4+6.0 0,0 429+171 0,0
(54)* (33) (31) (31) (23) (24)
6-11 11,3+0,9 56,4 56121 41,7 42+29 27,8 42429 11,1 9,9+6,6 6,0 373x177 2,9
(39) (36) (36) (36) (33) (34)
12 - 17
Hembras 11,3+0,7 0,0 66+5 37,5 43128 37,5 43+28 12,5 5,1+2,4 25 343+131 14,3
© 8) 8 8) ) ()
Varones 12,3+1,0 68,7 58+23 33,3 41+21 33,3 41+21 18,8 8,2+7,8 20 328+180 7,7
(16) (15) (16) (16) (15) (13)
>18
Hembras 11,0+1,2 73,8 59+24 58,9 57+38 48,7 57+38 2,6 9,3+5,1 7,4 377+182 57
(42) (39) (39) (39) (27) (35)
Varones 13,5+5,0 48,8 82+35 27,9 74+41 16,3 74+41 2,3 5,3+3,6 24,3 479+256 0,0
(43) (43) (43) (43) (37) (39)
Total 11,6+2,6 52,2 62+28 34,5 54435 31,4 54+35 6,9 8,4+5,9 12,6 405+203 3,3
(203) (174) (173) (173) (143) (152)

Los valores corresponden al X + D.E. Las cifras entre paréntesis representan el nUmero de casos.
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TABLA IV

VALORES HEMATOLOGICOS DE LA POBLACION DE PERAYA

EDAD Hemo- Valores Hierro Valores Satur.de Valores Ferritina  Valores Folato Valores Vit. B,, Valores
Afios globina Bajos Sérico Bajos Transfe- Bajos Sérica Bajos Sérico Bajos Sérica Bajos
g/dL % g/dL % rrina, % % pg/L % ug/L % mpg/L %
<6 11,5+4,9 60,0 55+24 7,1 16+6 14,3 34120 14,3 14,1+5,2 0,0 4171271 0,0
(20) (15) (14) (24) (12) (12)
6-11 11,0+1,1 72,0 41+16 78,3 1315 65,2 3316 8,3 11,9+6,1 4,5 381+215 14,3
(25) (23) (23) (24) (22) (21)
12 - 17
Hembras 10,5+1,1 100,0 64133 33,3 21+11 0,0 3319 0,0 3,7¢4,1 66,6 315491 0,0
3) 3) 3) 3) 3) 3)
Varones 11,8+0,5 100,0 50+18 50,0 1243 50,0 39+36 0,0 10,3+13,0 75,0 3881443 75,0
4) 4) 4) 4) 4) 4)
>18
Hembras 10,5+1,9 90,4 59+27 50,0 18+8 45,0 21+17 30 6,4+t4,5 26,3 5224234 0,0
(22) (20) (20) (20) (29) (15)
Varones 11,7+2,0 64,7 7332 56,3 208 37,5 56+21 0,0 4,0+4,4 41,2 4281260 25,0
(a7) (16) 9) (16) (16) a7 12)
Total 11,2+2,7 74,4 54126 51,3 167 42,5 35+21 12,3 9,1+6,5 23,4 4171253 13,4
(90) (80) (80) (81) (77 (67) )

Los valores corresponden al X + DE. Las cifras entre paréntesis corresponden al nimero de casos.
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TABLA V
CORRELACION DE LOS VALORES DE HEMOGLOBINA CON PARAMETROS
SERICOS DE HIERRO EN TRES COMUNIDADES YUCPA

PARAMETROS AROY MAREWA PERAYA
DE HIERRO r p r P r p
Hierro 0,16 <o0,001 0,27 <0,001 0,34 <0,001

Saturacion de Transferrina 0,25 <0,001 0,31 <0,001 043 <0,001

Capacidad de saturacion de -0,19 <0,05 -0,17 <0,01 -0,24 < 0,05
Transferrina

Ferritina 0,30 <0,001 0,27 <0,001 0,42 <0,001
TABLA VI
ANEMIA Y DEFICIT DE NUTRIENTES EN TRES COMUNIDADES YUCPA

COMUN. ANEMIA ANEMIA SOLA ANEMIA'Y ANEMIA Y DEFICIEN-

N° de Casos % DEFICIENCIA CIA COMBINADA DE

DE HIERRO, % NUTRIENTES, %

Aroy 57 59,6 29,8 10,6
Marewa 97 44,3 51,6 4,1
Peraya 56 42,8 26,8 30,4
Total 210 48,1 39,0 12,9

ficativas, con la excepcion de Pera- cion de transferrina y con la ferriti-
ya, donde los grupos infantiles y los na sérica (p < 0,05).
adolescentes varones tenian menor La Tabla VI muestra la frecuen-
déficit de acido félico. La mayor defi- cia de déficit de nutrientes necesa-
ciencia de vitamina Bi12 hallada en rios para la hematopoyesis, en 210
Peraya fue en el grupo de adolescen- personas anémicas provenientes de
tes masculinos en quienes alcanz6 las tres poblaciones de estudio. En
el 75% (P < 0,05). el 48,1% de los anémicos, no se en-
Los valores de hemoglobina y contré ninguna deficiencia de nu-
hematocrito mostraron una correla- trientes; en el 39% se hallé deficien-
cion positiva y significativa con los cia de hierro sérico aislada o combi-
valores de hierro sérico (p < 0,001), nada con baja saturacién de trans-
saturacion de transferrina (p < 0,01) ferrina y/o de ferritina. La deficien-
y ferritina sérica (p < 0,001) y una cia Unica de folato o combinada con
correlaciéon negativa con la capaci- déficit de vitamina Bi2 solo se en-
dad de saturacion de la transferrina contr6 en el 12,9% de los indivi-
(p < 0,05) (Tabla V). El hierro sérico duos, sin embargo en los casos de
mostré una correlacidn positiva y Peraya, esta asociacion se encontré
significativa con el indice de satura- en el 30,4% de los casos.

Vol. 40(3): 191-202, 1999
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DISCUSION

Los resultados muestran una
alta frecuencia de anemia entre los
indigenas de tres comunidades
yucpa habitantes del occidente de
Venezuela. En el 52,9% de los ca-
sos, la anemia fue de origen nutri-
cional, principalmente por deficien-
cia aislada de hierro o combinada
con déficit de folato y/o vitamina
B12 . Igualmente, en cerca de la mi-
tad de los individuos, los globulos
rojos tenian un aspecto normocitico
e hipocrémico lo que aunado a la
CHCM, sugiere una deficiencia de
hierro. Estos resultados eran de es-
perarse dada la pobreza alimentaria
que existe en las poblaciones estu-
diadas donde hay muy pocas fuen-
tes de hierro heminico o alimentos
de origen animal. Una posible expli-
cacion de la alta proporcion de ane-
mia sin causa nutricional demostra-
ble pudiera ser la alta prevalencia
de enfermedades crénicas en la po-
blacion, representadas por infeccio-
nes de piel, respiratorias y parasita-
rias. Esto coincide con niveles nor-
males de ferritina sérica en la mayo-
ria de los individuos, en contraste
con el alto déficit de hierro sérico y
la baja saturacion de transferrina.
Los niveles de ferritina sérica en
condiciones normales son un buen
reflejo del estado del hierro de reser-
va, pero por ser una proteina reacti-
va, puede aumentar su concentra-
cion plasmatica como resultado de
un catabolismo celular acelerado
v.g. durante episodios febriles, ma-
lignidades, y transtornos inflamato-
rios cronicos. En 1979 hubo una

epidemia de hepatitis B que afecto
todos los poblados yucpa vy el virus
se pudo detectar en el suero del
76% de los 2260 indios examinados;
ademas, se encontré una alta preva-
lencia de virus Delta (9) y aunque ha
habido una campafia activa de va-
cunacion, muchos indigenas mayo-
res de 15 afos han sido infectados
con el virus de la hepatitis B. El es-
tudio de Blitz y col. en 1994 (10),
demostré hepatitis B activa en el 4%
de la misma poblaciéon. La presencia
de hepatitis y la alta frecuencia de
otras infecciones entre los indige-
nas, pueden ser la explicacion de la
poca deficiencia de ferritina encon-
trada y es muy posible que los nive-
les normales o elevados hallados en
el suero, no se correspondan con la
verdadera reserva de hierro del indi-
viduo.

Los estudios realizados en co-
munidades Bari, también habitantes
de la Sierra de Perija, mostraron
también una alta prevalencia de
anemia (2). Sin embargo, los Baris
de la poblacion de Campo Rosario
tenian un alto déficit de acido félico
y vitamina Bi12 (91,0% y 64,4% res-
pectivamente), mientras que entre
los yucpas, con la excepcion de los
habitantes de Peraya donde el
23,45% era deficiente de folatos y el
13,4% de vitamina B12, la carencia
de estas vitaminas era muy modera-
da. Es necesario sefialar que los in-
dividuos de Peraya, a pesar de vivir
a muy corta distancia de la mision
del Tukuko y de contar con agua y
letrinas ventiladas, presentaban
peores condiciones de salud e higie-
ne que los otros grupos estudiados.

Investigacion Clinica 40(3): 1999
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A pesar de que en Venezuela
todavia existen diversas etnias indi-
genas puras, solo hay tres publica-
ciones sobre sus condiciones nutri-
cionales, dos corresponden a los in-
dios bari (2,11) a través de las cua-
les se puede apreciar que a pesar de
haber transcurrido mas de tres dé-
cadas desde el primer estudio, la
prevalencia de anemia continua en
las cercanias del 50%, habiéndose
demostrado la existencia de infec-
ciones cronicas en la mayoria de la
poblacién, con una alta frecuencia
de déficit de hierro, acido félico y vi-
tamina B12. Por otra parte Wilbert y
col. en 1980 (1) mostraron los resul-
tados obtenidos en los indios Warao,
habitantes del Delta del Orinoco. En
este trabajo hallaron que los nifios
de 7 a 14 afios tenian una prevalen-
cia de anemia del 60% y entre las
mujeres en edad fértil era del 57%.

Es dificil comparar los presen-
tes hallazgos con lo encontrado en
otras poblaciones indigenas latino-
americanas, puesto que la mayoria
de los estudios biologicos realizados
en indios, se refiere a las variaciones
genéticas de los alelos de los grupos
sanguineos y otros indicadores ge-
néticos. En la revision de la literatu-
ra desde 1970 a 1997 solo se encon-
tré un trabajo de Franco y col (12),
sobre los indios Mapuche del sur de
Chile. Ese estudio mostré una pre-
valencia de 38% de deficiencia de
hierro en nifios de 8 a 15 meses de
edad que habian sido destetados a
los 4 meses y medio y alimentados
de ahi en adelante con leche de vaca
y alimentos soélidos en contraste con
otros que fueron amamantados has-

ta los 6 meses en quienes solo se
encontré un 4,5% de déficit de hie-
rro.

De acuerdo a los hallazgos pre-
sentes, la prevalencia de anemia en-
tre los indios Yucpa de las poblacio-
nes de Aroy, Marewa y Peraya, varié
entre 52,2 y 74,4%. La principal
causa de anemia fue deficiencia de
hierro seguida de los procesos infec-
ciosos representados por afecciones
respiratorias, dermatitis, parasitosis
y hepatitis. El hecho de que la pre-
valencia de anemia entre los indios
de las montafias de Perija es aun
mayor que hace tres décadas, indica
una falta de interés por el bienestar
y conservacion de las tribus aborige-
nes venezolanas.
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Deteccion de  Talasemia mediante
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Palabras clave: [OTalasemia, mutaciones, ARMS-PCR, Venezuela.

Resumen. Se empled la técnica de amplificacién refractaria de siste-
mas de mutaciones para determinar los tipos de mutaciones que causan [
Talasemia ((0Tal) en la poblacién venezolana. Ochenta pacientes selecciona-
dos al azar de un total de 159 catalogados como [ Talasémicos por presen-
tar anemia hemolitica y niveles elevados de Hb A, fueron estudiados por
medio de la técnica de Amplificacién Refractaria de sistemas de Mutaciones
(ARMS- PCR). Este es un método basado en la reaccién en cadena de la po-
limerasa, capaz de detectar diversas mutaciones puntuales y pequefias de-
leciones o inserciones en el gen [Oglobina, con el empleo de oligonucledtidos
de secuencia especifica. En 43/80 pacientes catalogados con las distintas
presentaciones clinicas de [0 Talasemia y en 37/80 pacientes heterocigotos
compuestos para hemoglobinopatias estructurales y [0 Talasemia, la muta-
cibn mas comunmente encontrada fue la -29, (de origen africano), seguida
de la CD39 (de origen mediterraneo); también se encontro la -88, la IVSI-6 y
con menor frecuencia la 1VSI-110. La técnica ARMS - PCR es un método
util y rapido que permite detectar todas las mutaciones [ Tal presentes y
hacer un diagnostico diferencial entre los pacientes con Talasemia menor y
sujetos normales con Hb A2 elevada, lo cual es importante en los estudios
poblacionales, y ademas permite precisar el diagnostico de los pacientes
gue presentan hemoglobinopatias estructurales con niveles elevados de Hb
A2.
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B Thalassemia detection by the amplification refractory mutation
system technique (ARMS- PCR).
Invest Clin 1999; 40(3) 203-213.

Key words: Mutations, 0 Thalassemia, ARMS-PCR, Venezuela.

Abstract. [0 Thalassemia (Thal) mutations were studied in DNA from
80/159 patients with hemolytic anemia and high levels of Hb A2 by the am-
plification refractory mutation system technique (ARMS- PCR). This method
detects point mutations and insertions or deletions of just a few nucleotides
in the Oglobin gene by the polymerase chain reaction of allele-specific prim-
ing. In 43/80 patients with different clinical presentations of 0 Thalassemia
and 37/80 compound heterozygous for hemoglobinopathies and [ Thalas-
semia the most frequent mutation found was the -29 (of African origin), fol-
lowed by the CD39 (of Mediterranean origin) and in a lower frequency also
was found the -88, the IVSI-6 and the IVSI-110. We conclude that this
technique is an useful approach in determining the O thalassemia muta-
tions in population surveys, because it allows to make a differential diagno-
sis between 0 Thalassemia minor and individuals with high levels of Hb Ao.
It helps to clarify the diagnosis of patients with structural hemoglobino-
pathies that also presents high levels of Hb Ao.

Recibido: 20-5-99. Aceptado: 2-9-99.

INTRODUCCION

A escala mundial, con el naci-
miento de la biologia molecular y la
tecnologia del ADN recombinante,
han surgido nuevos métodos que
han permitido el estudio de enfer-
medades a nivel molecular, lo cual
ha conducido al avance de la ciencia
a pasos agigantados. Entre estas
técnicas se encuentran la amplifica-
cion refractaria de sistemas de mu-
taciones (1), la “dot blotting” reversa
(2), la electroforesis en gradiente de
desnaturalizacién (3), la GAP-PCR
(4) y la hibridacién con oligonucle6-
tidos alelo especifico (5), entre otras.
Estos métodos han sido utilizados
en el estudio de muchas enfermeda-

des hereditarias, como la Fibrosis
Quistica (6), la O talasemia (4), las
hemoglobinopatias estructurales (7)
y la O Talasemia (8).

La técnica de amplificacion re-
fractaria de sistemas de mutaciones
(ARMS-PCR) (1) es un método de
biologia molecular basado en la
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), y consiste en detectar diver-
sas mutaciones, puntuales y peque-
fAas deleciones o inserciones, al em-
plear oligonucledtidos iniciadores
gue en su extremo 3’ contienen una
mutacion especifica. EI ADN a estu-
diar se hace hibridar con los inicia-
dores mutados y la presencia de un
producto de amplificacion de tama-
Ao especifico va a permitir identifi-
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car dicha mutacién. Se deben em-
plear tantos oligonucleétidos inicia-
dores mutantes como mutaciones se
deseen estudiar. Se utiliza un par de
oligonucleétidos denominados con-
trol interno, el cual va a permitir co-
nocer si la reaccibn es Optima
(8).Esta técnica permite realizar el
diagndstico de pacientes homocigo-
tos y heterocigotos, para lo cual se
emplean oligonucledtidos de secuen-
cia normal que amplifica un sitio es-
pecifico del gen de la O globina en
estudio.

La 0O Talasemia, descrita origi-
nalmente por Cooley y Lee (1925), es
un grupo heterogéneo de anemias
hemoliticas hereditarias causadas
por mutaciones en el gen de la Oglo-
bina, que trae como consecuencia
alteraciones cuantitativas en la sin-
tesis de la hemoglobina (9).

En la actualidad, se conocen
aproximadamente 160 mutaciones
puntuales que producen [ Talase-
mia; sin embargo, estas mutaciones
son caracteristicas de cada area
geografica, es decir, cada poblacion
tiene un espectro Unico de mutacio-
nes [] Talasémicas, por lo tanto, és-
tas sirven como marcadores genéti-
cos de dichas poblaciones. Las mu-
taciones mas comunes en el medite-
rrdneo son la CD39, IVSI-1, IVSI-6,
IVSI-110, IVSIII-745, CD 8]9, CDS,
IVSII-1; las mas comunes en el con-
tinente africano son la -29, -88,
CD24, 1VSII-849, y en el continente

asiatico la IVSI-5, 1VSI-13, CD15,
CD819, CD24, entre otras (1, 2,
5,10,11,12).

Existen diferentes formas clini-
cas de O Talasemia de acuerdo al

grado de alteracién genética, siendo
la O Talasemia mayor o anemia de
Cooley la mas grave, donde los pa-
cientes manifiestan un cuadro he-
molitico muy severo desde el primer
afo de vida. Las otras dos formas
clinicas son la 0 Talasemia interme-
dia, caracterizada por una anemia
hemolitica e ictericia mas moderada,
y la O Talasemia menor, la mas fre-
cuente, caracterizada por anemia
muy moderada siendo generalmente
asintomatica, con anormalidades
morfoldgicas en el frotis de sangre
periférica donde se observa hipocro-
mia y microcitosis en los glébulos
rojos (13).

Uno de los principales caracte-
res diagndsticos de la O Talasemia
es la presencia de niveles elevados
de hemoglobina A2 en los individuos
afectados (14). Sin embargo, se ha
observado que los niveles de hemo-
globina Az pueden estar aumenta-
dos en presencia de anemia megalo-
blastica, paludismo, hemoglobina S,
Hepatitis viral, embarazo, esferocito-
sis hereditaria y en algunos casos
de equistosomiasis intestinal (9,15).

En Venezuela, los estudios so-
bre O Talasemia han sido realizados
mediante analisis clinico, fenotipico
y estudio al grupo familiar (16). El
estudio reciente de las mutaciones
en pacientes talasémicos revelé una
alta incidencia de las mutaciones
africanas -29 y -88, a pesar de la
creencia de que el origen de la O Ta-
lasemia en Venezuela era netamente
mediterraneo (17). En la poblacion
venezolana es frecuente encontrar la
O Talasemia asociada a otras hemo-
globinopatias, principalmente a las
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hemoglobinas S (HbS) y C (HbC)
(18). El diagndstico diferencial entre
pacientes drepanociticos puros y pa-
cientes con drepanocitosis y [ Tala-
semia asociada, asi como el gran
numero de pacientes sintomaticos
catalogados como portadores en es-
tado heterocigoto de los alelos S,
fueron el motivo de incorporar la
técnica ARMS-PCR, para asi poder
definir el diagnostico preciso de
cada uno de los pacientes, especial-
mente en aquellos donde el estudio
familiar no es posible, como sucede
en la mayoria de los casos.

MATERIALES Y METODOS

Entre mayo y diciembre de
1997, se tomaron muestras de san-
gre de 250 pacientes que fueron re-
feridos al laboratorio de Hemoglobi-
nas Anormales del Hospital Univer-
sitario de Caracas, por presentar
anemia hemolitica con hipocromia y
microcitosis. En todos ellos se cuan-
tificaron los niveles de hemoglobina
A2 por la técnica de cromatografia
de intercambio iénico (Helena Labo-
ratories, Beaumont, Texas). En las
muestras de 80 pacientes con he-
moglobina Az aumentada, seleccio-
nados al azar, se aplicé la técnica de
amplificacion refractaria de sistemas
de mutaciones (ARMS-PCR) (1) La
extraccion del ADN se llevo a cabo
utilizando un protocolo con reactivo
comercial DNAZol (Gibco BRL) y su
cuantificacion se realiz6 mediante
espectrofotometria a 260 nm en un
equipo Genequant (Pharmacia). La
reaccion de PCR, para un volumen
final de 25 pl contenia 2,5 pl de

buffer 10X, 1,5 pl de MgCl2 50 mM,
0,1 pM/L de cada uno de los oligo-
nucledtidos iniciadores, 0,5 pl de
Taq polimerasa a una concentracion
de 5 u/pl, 0,2 pl de mezcla de dinu-
cleétidos 100 mM (CTP, ATP, TTP,
GTP) y 1 pg de ADN. Las muestras
fueron sometidas a 25 ciclos de am-
plificacion, con un periodo de des-
naturalizacion a una temperatura
de 94°C por 1 minuto, de hibrida-
cion a 65°C por 1 minuto y de ex-
tension a 72°C por 1,5 minuto, con
un periodo final de extension a 72°C
por 3 minutos. La reaccion de PCR
fue llevada a cabo en un equipo ter-
mociclador GeneAmp PCR System
2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk,
CT, USA). Luego de la amplificacion,
las muestras fueron sometidas a
electroforesis en un gel de agarosa
al 1%, a 150 V por 35 minutos con
buffer de Tris-acetato, EDTA y azul
de bromofenol. El gel fue tefiido con
bromuro de etidio y visualizado en
un transiluminador de luz UV. Pos-
teriormente, fueron tomadas foto-
grafias de los geles en un equipo
GelDoc (BioRad). La secuencia de
los oligonucledtidos iniciadores mu-
tantes usados en este estudio fue-
ron las descritas por Old (8) y se
presentan en la Tabla I. Se utiliz6 la
clasificacion descrita por Weatheral
y Clegg en 1981 y Embury y colabo-
radores en 1994 (9,19), para todos
aquellos pacientes que presentaron
Hb S asociada con niveles elevados
de Hb Az Esta clasificacion fue rea-
lizada de acuerdo a los niveles de
hemoglobina A como: Hb S-OTalase-
mia, donde no hay sintesis de hemo-
globina A, Hb S-[i Talasemia tipo 1,
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TABLA |
SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES MUTANTES

Mutaciones Secuencias Talla del producto
CD 39 CAGATCCCCAAAGGACTCAAAGAACCTTTGTA 436 pb
IVSI-6 TCTCCTTAAACCTGTCTTGTAACCTTCAAATG 286 pb
IVSI- 110 ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATGGAGT 419 pb
- 88 TCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCAACTCAT 684 pb
-29 CAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGTTATG 625 pb

donde la sintesis de hemoglobina A
oscila entre 5y 15% y Hb S-[# Tala-
semia tipo 2, donde los niveles de
hemoglobina A oscilan entre 20 y
30%.

RESULTADOS

De un total de 250 pacientes
estudiados, 159 presentaron niveles
aumentados de hemoglobina A2
(63.6%). Se les practicé estudio me-
diante ARMS- PCR a 12 pacientes
con O Talasemia menor, a 28 con O
Talasemia intermedia, a 3 con OTa-
lasemia mayor y a 37 que tenian Hb
A2 aumentada y hemoglobinopatias
estructurales asociadas. De éstos,
uno correspondia a Hb S-[+Tal tipo
1, 18 a Hb S-[#Tal tipo 2, 17 a Hb
s-Pral y 1 paciente a Hb C-+Tal.
Las mutaciones mas comunmente
encontradas en los grupos estudia-
dos fueron: la -29, (de origen Afri-

-88 -29

cano), seguida de la CD39 (de origen
Mediterraneo) y con menor frecuen-
cia las mutaciones 1VSI-6, -88 y la
IVSI-110 (Tabla Il). La mutacion -29
(A-G) se encuentra ubicada en la
caja TATA de la secuencia promoto-
ra del gen de la 0Oglobina, la muta-
cion CD39 (C-T) afecta el coddén 6
del primer exoén, la mutacion 1VSI-6
(T-C) afecta el primer intréon en la
posicion 6, la mutacion -88 (C-T) se
localiza en la posicion -88 relativo
al sitio CAP del gen 0O globina y la
mutacion IVSI-110 (G-A) se encuen-
tra a nivel del primer intrén en la
posicion 110 del gen 0O globina
(Fig. 1).

Las Figs. 2 y 3 muestran la
presencia de las mutaciones -29 a
nivel de la banda de 625 pb y la mu-
taciéon CD39 a nivel de la banda de
436 pb. A nivel de 861 pb se obser-
va la banda correspondiente al con-
trol interno.

s S e

IVS-2

| )

’ CD39

IVSL6 IVSI-110

Fig. 1. Esquema representativo del Gen beta globina donde se sefialan las mutacio-
nes mas frecuentes encontradas mediante la ARMS-PCR.
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Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa, donde se demuestra la presencia de la mu-
tacion -29. A nivel de 861 pb se observa la banda control interno y a nivel
de 625 se observa la banda mutante. Linea 1: Marcador de peso molecular.
Linea 2-7: Pacientes en estudio.

Electroforesis en gel de agarosa, donde se demuestra la presencia de la mu-
tacion CD 39. A nivel de 861 pb se observa la banda control interno y a ni-
vel de 436 pb se observa la banda mutante. Linea 1: Marcador de peso mo-
lecular. Lineas 2-6: Pacientes en estudio.

Investigacion Clinica 40(3): 1999
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Los pacientes diagnhosticados
con [0 Talasemia presentaron micro-
citosis, hipocromia, niveles de he-
moglobina Az superiores a 3,4% (a
excepcion de dos casos) y anemia.
Los niveles de hemoglobina Az ele-
vados se encontraron en el rango de
3,4 - 7,1%. Del total de pacientes
estudiados se observé que 31 (39%)
eran portadores de dos mutaciones
distintas y el resto presentaban un
solo tipo de mutacion (Tabla II).

DISCUSION

De las mutaciones observadas
en los individuos estudiados, las
mutaciones -29 y -88 han sido re-
gistradas como las mas frecuentes
en las poblaciones de origen africa-
no y las mutaciones CD39, IVSI-6 y
la IVSI-110 como las més frecuen-
tes en poblaciones del Mediterraneo
(5,10,11,2,12). La alta frecuencia de
las mutaciones de origen africano y
mediterraneo en la poblacion estu-
diada, ademas de la alta frecuencia
de heterocigotos compuestos, de-
muestran una vez mas el mestizaje
caracteristico de nuestra poblacion,
ya que se observé que individuos de
rasgos caucasoides eran portadores
de mutaciones africanas y vicever-
sa, individuos de rasgos africanos
eran portadores de mutaciones me-
diterraneas. Se utilizaron los inicia-
dores mutantes que permiten deter-
minar las mutaciones [0 Talasémi-
cas mas frecuentes en Africay en el
Mediterraneo, regiones que se cono-
ce aportaron una gran cantidad de
genes a nuestra poblacion (18).
Existe una relacion entre el tipo de

mutacion y las manifestaciones cli-
nicas. La mutacion CD39 causa
una reduccidon notable en la sinte-
sis del ARN mensajero, los pacien-
tes portadores de la misma mani-
fiestan un cuadro clinico de Talase-
mia Intermedia moderada o severa.
Las mutaciones IVSI-6 y la IVSI-
110 afectan la region consenso del
primer intrén del gen globina, ac-
tuando como un sitio de corte criti-
co y reduce la cantidad de ARN
mensajero. Los homocigotos para
esta mutacion presentan una clini-
ca moderada y los heterocigotos son
asintomaticos (20). Las mutaciones
-29 y -88 causan una leve reduc-
cion en la sintesis del ARN mensa-
jero; la forma heterocigota se asocia
a una Talasemia Menor sin sinto-
mas, la homocigota produce O Tala-
semia intermedia leve, mientras
que la forma heterocigota compues-
ta (presencia de dos mutaciones
distintas) causa una enfermedad de
severidad moderada dependiendo
de la otra mutacion asociada
(21,22). Esto concuerda con el com-
portamiento clinico de los pacientes
estudiados como puede verse en la
Tabla IlI, donde la mayoria de los
portadores del alelo mutado CD39
presentan clinica de Talasemia In-
termedia a pesar de ser heterocigo-
tos para la mutacién y los asinto-
maticos o con Talasemia Menor pre-
sentan la -29. También puede ejer-
cer un efecto modulador en la ex-
presion clinica, la presencia o no de
alfa Talasemia, como se comprobd
en estudio realizado con anteriori-
dad en el grupo de pacientes con
Hb S- Oral (23).
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TABLA 11
FRECUENCIA RELATIVA DE LOS DISTINTOS GENOTIPOS OBSERVADOS EN PACIENTES CON TALASEMIA

Frecuencia
Genotipo B Tal B Tal B Tal Hb S ° Tal Hb S p+ Hb S B+ Hb C + N° %
Menor  Intermed. Mayor Tal tipo 1 Tal tipo 2 Tal
-29/p" 10 1 9 13 1 34 42,5
CD39/p" 1 6 2 5 14 17,5
-88/p" 1 1 1,3
-29,CD39/p" 6 2 8 10,0
-29, -88/p" 4 4 5,0
-29, IVSI -6/p" 1 1 1 3 3,8
CD39, 1 2 3 3,8
VSl -6/p"
CD39, 1 1 1,3
IVSI —110/p"
-29/CD 39 8 8 10,0
CD39, -88/p" 1 1 1,3
-29,CD39/-29, 3 3 3,8
CD 39
Total de 12 28 3 17 1 18 1 80
Pacientes

0T¢
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La técnica ARMS-PCR es un
método eficaz para el diagnostico de
[ Talasemia en pacientes sin posibi-
lidad del estudio familiar, que no
s6lo permite determinar las muta-
ciones que causan [0 Talasemia en la
poblacidon Venezolana, sino también
permite, en una forma sencilla y ra-
pida, catalogar los pacientes porta-
dores de hemoglobinopatias y O Ta-
lasemia. El estudio familiar en la
mayoria de los casos es dificil debi-
do a la falta de uno de los padres.
Ademés, mediante este método se
pudo lograr determinar si las muta-
ciones estudiadas se encuentran en
forma homocigota o heterocigota.
Para ello, se emplearon oligonucleé6-
tidos iniciadores de secuencias nor-
males en el caso de las mutaciones
CD39 y la IVSI-110, lo que permitio
demostrar que estas mutaciones se
encontraban en forma heterocigota
en la mayoria de los casos estudia-
dos.

La O Talasemia se encuentra
ampliamente distribuida en muchas
regiones del mundo, especialmente
en aquellas donde la malaria fue
una vez endémica (24,25). Los indi-
viduos afectos con malaria pueden
presentar niveles elevados de HbA>
durante la enfermedad y su recupe-
racion (15). Por lo tanto en Venezue-
la, donde aun hay regiones donde la
malaria tiene caracteristicas endé-
micas, resulta particularmente Uutil
la aplicacion del método ARMS-PCR
en los estudios poblacionales, a fin
de poder determinar la frecuencia
real de la O Talasemia menor.

El diagnéstico de la O Talase-
mia por la cuantificacion de Hb Ao,

en caso de que ésta esté asociada a
la Hb S, resulta dificil por el método
convencional de cromatografia de
intercambio idnico, ya que las he-
moglobinas S y C son eluidas junto
con la Hb A2, por lo tanto, se debe
recurrir al uso de columnas especia-
les como las columnas Sickle Tal
QuiK (Helena Laboratories, Texas,
USA); lo cual representa un costo
significativo y no se llega a un diag-
nostico molecular preciso. Sin em-
bargo, el uso de la técnica ARMS-
PCR aun cuando representa el mis-
mo costo que las columnas de A
permite realizar un diagnostico mas
preciso de la enfermedad.

Cuando los niveles de Hb A2 se
encuentran dentro de los valores
normales (por ferropenia asociada),
no es posible realizar el diagnoéstico
de OTalasemia por el método de cro-
matografia, y el problema se resuel-
ve con técnicas como la ARMS-PCR,
que a nivel molecular pueden deter-
minar los defectos que causan la [
Talasemia en una poblacién, sin de-
pender de los niveles de HbA>.

Para poder brindar a cada pa-
ciente un enfoque terapéutico y con-
sejo genético adecuado este estudio
debe ser realizado a todo paciente
con hemoglobinopatias en forma ru-
tinaria, ya que como sabemos son
enfermedades multigénicas con cli-
nica variable dependiendo de la mu-
tacion presente.
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