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Resumen. Se empleó la técnica de amplificación refractaria de siste-
mas de mutaciones para determinar los tipos de mutaciones que causan �
Talasemia (� Tal) en la población venezolana. Ochenta pacientes selecciona-
dos al azar de un total de 159 catalogados como � Talasémicos por presen-
tar anemia hemolítica y niveles elevados de Hb A2, fueron estudiados por
medio de la técnica de Amplificación Refractaria de sistemas de Mutaciones
(ARMS- PCR). Este es un método basado en la reacción en cadena de la po-
limerasa, capaz de detectar diversas mutaciones puntuales y pequeñas de-
leciones o inserciones en el gen � globina, con el empleo de oligonucleótidos
de secuencia específica. En 43/80 pacientes catalogados con las distintas
presentaciones clínicas de � Talasemia y en 37/80 pacientes heterocigotos
compuestos para hemoglobinopatías estructurales y � Talasemia, la muta-
ción más comúnmente encontrada fue la –29, (de origen africano), seguida
de la CD39 (de origen mediterráneo); también se encontró la -88, la IVSI-6 y
con menor frecuencia la IVSI-110. La técnica ARMS - PCR es un método
útil y rápido que permite detectar todas las mutaciones � Tal presentes y
hacer un diagnóstico diferencial entre los pacientes con Talasemia menor y
sujetos normales con Hb A2 elevada, lo cual es importante en los estudios
poblacionales, y además permite precisar el diagnóstico de los pacientes
que presentan hemoglobinopatías estructurales con niveles elevados de Hb
A2.
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Abstract. � 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 � globin gene by the polymerase chain reaction of allele-specific prim-
ing. In 43/80 patients with different clinical presentations of � 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 � thalassemia muta-
tions in population surveys, because it allows to make a differential diagno-
sis between � Thalassemia minor and individuals with high levels of Hb A2.
It helps to clarify the diagnosis of patients with structural hemoglobino-
pathies that also presents high levels of Hb A2.
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INTRODUCCIÓN

A escala mundial, con el naci-
miento de la biología molecular y la
tecnología 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-
ción refractaria de sistemas de mu-
taciones (1), la “dot blotting” reversa
(2), la electroforesis en gradiente de
desnaturalización (3), la GAP-PCR
(4) y la hibridación con oligonucleó-
tidos alelo específico (5), entre otras.
Estos métodos han sido utilizados
en el estudio de muchas enfermeda-

des hereditarias, como la Fibrosis
Quística (6), la � talasemia (4), las
hemoglobinopatías estructurales (7)
y la � Talasemia (8).

La técnica de amplificación re-
fractaria de sistemas de mutaciones
(ARMS-PCR) (1) es un método de
biología molecular basado en la
reacción en cadena de la polimerasa
(PCR), y consiste en detectar diver-
sas mutaciones, puntuales y peque-
ñas deleciones o inserciones, al em-
plear oligonucleótidos iniciadores
que en su extremo 3’ contienen una
mutación específica. El ADN a estu-
diar se hace hibridar con los inicia-
dores mutados y la presencia de un
producto de amplificación de tama-
ño específico va a permitir identifi-
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car dicha mutación. Se deben em-
plear tantos oligonucleótidos inicia-
dores mutantes como mutaciones se
deseen estudiar. Se utiliza un par de
oligonucleótidos denominados con-
trol interno, el cual va a permitir co-
nocer si la reacción es óptima
(8).Esta técnica permite realizar el
diagnóstico de pacientes homocigo-
tos y heterocigotos, para lo cual se
emplean oligonucleótidos de secuen-
cia normal que amplifica un sitio es-
pecífico del gen de la � globina en
estudio.

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

En la actualidad, se conocen
aproximadamente 160 mutaciones
puntuales que producen � Talase-
mia; sin embargo, estas mutaciones
son características de cada área
geográfica, es decir, cada población
tiene un espectro único de mutacio-
nes � Talasémicas, por lo tanto, és-
tas sirven como marcadores genéti-
cos de dichas poblaciones. Las mu-
taciones más comunes en el medite-
rráneo son la CD39, IVSI-1, IVSI-6,
IVSI-110, IVSIII-745, CD 8|9, CD8,
IVSII-1; las más comunes en el con-
tinente africano son la –29, -88,
CD24, IVSII-849, y en el continente
asiático la IVSI-5, IVSI-13, CD15,
CD819, CD24, entre otras (1, 2,
5,10,11,12).

Existen diferentes formas clíni-
cas de � Talasemia de acuerdo al

grado de alteración genética, siendo
la � Talasemia mayor o anemia de
Cooley la más grave, donde los pa-
cientes manifiestan un cuadro he-
molítico muy severo desde el primer
año de vida. Las otras dos formas
clínicas son la � Talasemia interme-
dia, caracterizada por una anemia
hemolítica e ictericia más moderada,
y la � Talasemia menor, la más fre-
cuente, caracterizada por anemia
muy moderada siendo generalmente
asintomática, con anormalidades
morfológicas en el frotis de sangre
periférica donde se observa hipocro-
mía y microcitosis en los glóbulos
rojos (13).

Uno de los principales caracte-
res diagnósticos de la � 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 A2 pueden estar aumenta-
dos en presencia de anemia megalo-
blástica, paludismo, hemoglobina S,
Hepatitis viral, embarazo, esferocito-
sis hereditaria y en algunos casos
de equistosomiasis intestinal (9,15).

En Venezuela, los estudios so-
bre � Talasemia han sido realizados
mediante análisis clínico, fenotípico
y estudio al grupo familiar (16). El
estudio reciente de las mutaciones
en pacientes talasémicos reveló una
alta incidencia de las mutaciones
africanas -29 y –88, a pesar de la
creencia de que el origen de la � Ta-
lasemia en Venezuela era netamente
mediterráneo (17). En la población
venezolana es frecuente encontrar la
� Talasemia asociada a otras hemo-
globinopatías, principalmente a las
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hemoglobinas S (HbS) y C (HbC)
(18). El diagnóstico diferencial entre
pacientes drepanocíticos puros y pa-
cientes con drepanocitosis y � Tala-
semia asociada, así como el gran
número de pacientes sintomáticos
catalogados como portadores en es-
tado heterocigoto de los alelos S,
fueron el motivo de incorporar la
técnica ARMS-PCR, para así poder
definir el diagnóstico preciso de
cada uno de los pacientes, especial-
mente en aquellos donde el estudio
familiar no es posible, como sucede
en la mayoría de los casos.

MATERIALES Y MÉTODOS

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 hemolítica con hipocromía y
microcitosis. En todos ellos se cuan-
tificaron los niveles de hemoglobina
A2 por la técnica de cromatografía
de intercambio iónico (Helena Labo-
ratories, Beaumont, Texas). En las
muestras de 80 pacientes con he-
moglobina A2 aumentada, seleccio-
nados al azar, se aplicó la técnica de
amplificación refractaria de sistemas
de mutaciones (ARMS-PCR) (1) La
extracción del ADN se llevó a cabo
utilizando un protocolo con reactivo
comercial DNAZol (Gibco BRL) y su
cuantificación se realizó mediante
espectrofotometría a 260 nm en un
equipo Genequant (Pharmacia). La
reacción de PCR, para un volumen
final de 25 µl contenía 2,5 µl de

buffer 10X, 1,5 µl de MgCl2 50 mM,
0,1 µM/L de cada uno de los oligo-
nucleótidos iniciadores, 0,5 µl de
Taq polimerasa a una concentración
de 5 u/µl, 0,2 µl de mezcla de dinu-
cleótidos 100 mM (CTP, ATP, TTP,
GTP) y 1 µg de ADN. Las muestras
fueron sometidas a 25 ciclos de am-
plificación, con un período de des-
naturalización a una temperatura
de 94°C por 1 minuto, de hibrida-
ción a 65°C por 1 minuto y de ex-
tensión a 72°C por 1,5 minuto, con
un período final de extensión a 72°C
por 3 minutos. La reacción de PCR
fue llevada a cabo en un equipo ter-
mociclador GeneAmp PCR System
2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk,
CT, USA). Luego de la amplificación,
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 teñido con
bromuro de etidio y visualizado en
un transiluminador de luz UV. Pos-
teriormente, fueron tomadas foto-
grafías de los geles en un equipo
GelDoc (BioRad). La secuencia de
los oligonucleótidos iniciadores mu-
tantes usados en este estudio fue-
ron las descritas por Old (8) y se
presentan en la Tabla I. Se utilizó la
clasificación 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 A2. Esta clasificación fue rea-
lizada de acuerdo a los niveles de
hemoglobina A como: Hb S-� Talase-
mia, donde no hay síntesis de hemo-
globina A, Hb S-� + Talasemia tipo 1,
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donde la síntesis de hemoglobina A
oscila entre 5 y 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 practicó estudio me-
diante ARMS- PCR a 12 pacientes
con � Talasemia menor, a 28 con �
Talasemia intermedia, a 3 con � Ta-
lasemia mayor y a 37 que tenían Hb
A2 aumentada y hemoglobinopatías
estructurales asociadas. De éstos,
uno correspondía a Hb S-� +Tal tipo
1, 18 a Hb S-� +Tal tipo 2, 17 a Hb
S-� 0Tal y 1 paciente a Hb C-+Tal.
Las mutaciones más comúnmente
encontradas en los grupos estudia-
dos fueron: la –29, (de origen Afri-

cano), seguida de la CD39 (de origen
Mediterráneo) y con menor frecuen-
cia las mutaciones IVSI-6, -88 y la
IVSI-110 (Tabla II). La mutación –29
(A–G) se encuentra ubicada en la
caja TATA de la secuencia promoto-
ra del gen de la � globina, la muta-
ción CD39 (C-T) afecta el codón 6
del primer exón, la mutación IVSI-6
(T-C) afecta el primer intrón en la
posición 6, la mutación –88 (C-T) se
localiza en la posición -88 relativo
al sitio CAP del gen � globina y la
mutación IVSI-110 (G-A) se encuen-
tra a nivel del primer intrón en la
posición 110 del gen � 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-
tación CD39 a nivel de la banda de
436 pb. A nivel de 861 pb se obser-
va la banda correspondiente al con-
trol interno.

Vol. 40(3): 203-213, 1999

Detección de b-Talasemia mediante ARMS-PCR 207

TABLA I
SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 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

Fig. 1. Esquema representativo del Gen beta globina donde se señalan las mutacio-
nes más 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-
tación –29. A nivel de 861 pb se observa la banda control interno y a nivel
de 625 se observa la banda mutante. Línea 1: Marcador de peso molecular.
Línea 2-7: Pacientes en estudio.

Fig 3. Electroforesis en gel de agarosa, donde se demuestra la presencia de la mu-
tación 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. Línea 1: Marcador de peso mo-
lecular. Líneas 2-6: Pacientes en estudio.



Los pacientes diagnosticados
con � Talasemia presentaron micro-
citosis, hipocromía, niveles de he-
moglobina A2 superiores a 3,4% (a
excepción de dos casos) y anemia.
Los niveles de hemoglobina A2 ele-
vados se encontraron en el rango de
3,4 – 7,1%. Del total de pacientes
estudiados se observó que 31 (39%)
eran portadores de dos mutaciones
distintas y el resto presentaban un
solo tipo de mutación (Tabla II).

DISCUSIÓN

De las mutaciones observadas
en los individuos estudiados, las
mutaciones –29 y –88 han sido re-
gistradas como las más frecuentes
en las poblaciones de origen africa-
no y las mutaciones CD39, IVSI-6 y
la IVSI-110 como las más frecuen-
tes en poblaciones del Mediterráneo
(5,10,11,2,12). La alta frecuencia de
las mutaciones de origen africano y
mediterráneo en la población estu-
diada, además de la alta frecuencia
de heterocigotos compuestos, de-
muestran una vez más el mestizaje
característico de nuestra población,
ya que se observó que individuos de
rasgos caucasoides eran portadores
de mutaciones africanas y vicever-
sa, individuos de rasgos africanos
eran portadores de mutaciones me-
diterráneas. Se utilizaron los inicia-
dores mutantes que permiten deter-
minar las mutaciones � Talasémi-
cas más frecuentes en Africa y en el
Mediterráneo, regiones que se cono-
ce aportaron una gran cantidad de
genes a nuestra población (18).
Existe una relación entre el tipo de

mutación y las manifestaciones clí-
nicas. La mutación CD39 causa
una reducción notable en la sínte-
sis del ARN mensajero, los pacien-
tes portadores de la misma mani-
fiestan un cuadro clínico de Talase-
mia Intermedia moderada o severa.
Las mutaciones IVSI-6 y la IVSI-
110 afectan la región consenso del
primer intrón del gen globina, ac-
tuando como un sitio de corte críti-
co y reduce la cantidad de ARN
mensajero. Los homocigotos para
esta mutación presentan una clíni-
ca moderada y los heterocigotos son
asintomáticos (20). Las mutaciones
–29 y –88 causan una leve reduc-
ción en la síntesis del ARN mensa-
jero; la forma heterocigota se asocia
a una Talasemia Menor sin sínto-
mas, la homocigota produce � 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 mutación asociada
(21,22). Esto concuerda con el com-
portamiento clínico de los pacientes
estudiados como puede verse en la
Tabla II, donde la mayoría de los
portadores del alelo mutado CD39
presentan clínica de Talasemia In-
termedia a pesar de ser heterocigo-
tos para la mutación y los asinto-
máticos o con Talasemia Menor pre-
sentan la -29. También puede ejer-
cer un efecto modulador en la ex-
presión clínica, la presencia o no de
alfa Talasemia, como se comprobó
en estudio realizado con anteriori-
dad en el grupo de pacientes con
Hb S- � Tal (23).
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TABLA II

FRECUENCIA RELATIVA DE LOS DISTINTOS GENOTIPOS OBSERVADOS EN PACIENTES CON TALASEMIA

Frecuencia

Genotipo b Tal
Menor

b Tal
Intermed.

b Tal
Mayor

Hb S b° Tal Hb S b+
Tal tipo 1

Hb S b+
Tal tipo 2

Hb C +
Tal

Nº %

-29/bn 10 1 9 13 1 34 42,5

CD39/bn 1 6 2 5 14 17,5

-88/bn 1 1 1,3

-29,CD39/bn 6 2 8 10,0

-29, -88/bn 4 4 5,0

-29, IVSI –6/bn 1 1 1 3 3,8

CD39,
IVSI –6/bn

1 2 3 3,8

CD39,
IVSI –110/bn

1 1 1,3

-29/CD 39 8 8 10,0

CD39, -88/bn 1 1 1,3

-29,CD39/-29,
CD 39

3 3 3,8

Total de
Pacientes

12 28 3 17 1 18 1 80



La técnica ARMS-PCR es un
método eficaz para el diagnóstico de
� Talasemia en pacientes sin posibi-
lidad del estudio familiar, que no
sólo permite determinar las muta-
ciones que causan � Talasemia en la
población Venezolana, sino también
permite, en una forma sencilla y rá-
pida, catalogar los pacientes porta-
dores de hemoglobinopatías y � Ta-
lasemia. El estudio familiar en la
mayoría de los casos es difícil debi-
do a la falta de uno de los padres.
Además, mediante este método se
pudo lograr determinar si las muta-
ciones estudiadas se encuentran en
forma homocigota o heterocigota.
Para ello, se emplearon oligonucleó-
tidos iniciadores de secuencias nor-
males en el caso de las mutaciones
CD39 y la IVSI-110, lo que permitió
demostrar que estas mutaciones se
encontraban en forma heterocigota
en la mayoría de los casos estudia-
dos.

La � 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 HbA2
durante la enfermedad y su recupe-
ración (15). Por lo tanto en Venezue-
la, donde aun hay regiones donde la
malaria tiene características endé-
micas, resulta particularmente útil
la aplicación del método ARMS-PCR
en los estudios poblacionales, a fin
de poder determinar la frecuencia
real de la � Talasemia menor.

El diagnóstico de la � Talase-
mia por la cuantificación de Hb A2,

en caso de que ésta esté asociada a
la Hb S, resulta difícil por el método
convencional de cromatografía de
intercambio iónico, ya que las he-
moglobinas S y C son eluídas 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-
nóstico molecular preciso. Sin em-
bargo, el uso de la técnica ARMS-
PCR aún cuando representa el mis-
mo costo que las columnas de A2
permite realizar un diagnóstico más
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 diagnóstico
de � Talasemia por el método de cro-
matografía, 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 población, sin de-
pender de los niveles de HbA2.

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