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Disease genotype, haplotypes, diagnosis and
associated studies in sickle cell anemia

Sickle cell anemia is a type of hemoglobinopathy characterized by a
specific mutation in the beta globin gene with the consequent generation of
an unstable hemoglobin that crystallizes in a state of hypoxia. This causes
a change in the structure of the red blood cell, which ends up producing
vaso-occlusion with the corresponding clinical complications for the patient.
Worldwide, various diagnostic tests have been developed that allow the
appropriate approach to the affected patient. These include techniques for
the determination of hemoglobin and the use of molecular markers, among
others. There are new therapeutic alternatives to the use of hydroxyurea
and L-glutamine, such as the use of gene therapy tools. The most recent
experimental trials are exploring gene editing techniques.

(Rev Med Chile 2021; 149: 1322-1329)
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por dos cadenas o y dos cadenas 3, ensambladas
con un dtomo de hierro que constituye el grupo

l a Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)

interés en salud publica y plantea la meta de
reducirla en 50% para el 2025, especialmente en
nifios y mujeres en edad reproductiva, poblacién
considerada como la mds afectada'. Dentro de este
tipo de patologias, la hemoglobinopatia anemia
falciforme (HbS) ha generado gran interés dentro
de la comunidad cientifica por su crecimiento
vertiginoso en la poblacién. El niimero de recién
nacidos con anemia falciforme podria pasar de
305.800 en 2010 hasta alrededor de 404.200 en
2050 a nivel global**
Las hemoglobinopatias son enfermedades de
origen genético, en la estructura o sintesis de la
molécula de hemoglobina, la cual estd constituida
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hemo'?. Dichas cadenas son codificadas por
genes independientes localizados en los cromo-
somas 11p13 y 11p15.5%. La hemoglobinopatia
anemia falciforme, también conocida como
anemia drepanocitica o drepanocitosis (del griego
drépanos = hoz)>". De acuerdo con la Organiza-
cién Nacional de Enfermedades Raras - NORD
(USA), la frecuencia de anemia falciforme varia
entre paises®®. Las mutaciones en el gen HBB
(complejo globinico Beta) son comunes en per-
sonas de Africa, el Mediterraneo, Medio Oriente,
India, en personas del Caribe, regiones de Centro
y Suramérica, aunque pueden ser encontradas en
individuos de cualquier origen étnico®.


https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D013812
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La herencia de la anemia falciforme es de tipo
autosémica recesiva, caracterizada por la produc-
cién de la hemoglobina S, que difiere de la HbA
normal del adulto, por un cambio de adenina
por timina en el gen de la cadena B (HBB: ¢.20
A > T, rs334), resultando en una sustitucion del
aminodcido acido glutdmico por valina en la sexta
posicién de la proteina®'®!!, Debido a esta muta-
cion, se produce una hemoglobina inestable que se
cristaliza facilmente cuando la presién de oxigeno
es baja%, lo cual hace que el hematie se deforme
y se torne rigido adoptando la forma de media
luna, provocando su destruccion y la consecuente
anemia hemolitica'®

Todos los individuos con hemoglobina S pre-
sentan la misma mutacion, la cual va acompanada
por otras mutaciones en la regiéon del cromoso-
ma 11, conocidas como grupo de la globina beta
(“beta globin cluster”), lo que origina distintos
polimorfismos. El patrén de combinacién de estos
polimorfismos da lugar a los haplotipos que se he-
redan junto con la mutacién de la hemoglobina S
y se denominan haplotipos de la mutacion 543!,
Tales variantes han evolucionado de forma rapida
en los tltimos 10,000 anos®".

Esta revisién procura dar a conocer avances
recientes sobre la anemia falciforme, que indican
que esta enfermedad no sélo se ha encontrado en
poblaciones de origen africano, sino también se
encuentra en otros grupos étnicos. Se mencionan
pruebas actuales que permiten un diagnéstico
eficaz y en menor tiempo, asi como técnicas des-
tinadas al tratamiento, tales como la terapia génica
y CRISPR/Cas9, que pretenden mejorar la calidad
de vida de los individuos afectados.

Metodologia

Se realizé una btisqueda electrénica en las bases
de datos, ScienceDirect, Cochrane, PubMed, con
palabras clave como: Anemia falciforme, Genotipo,
haplotipos, Biomarcadores, DHPLC, terapia géni-
ca, CRISPR/Cas9, y la combinacién de ellos que
incluyeron articulos de revisién y productos de
investigacién; ademds de la utilizacion de libros
electrénicos que apoyaron la fundamentacion
tedrica. Se tuvo en cuenta articulos completos en
idioma inglés y espaniol, se realizé la busqueda de
la literatura en los ultimos 12 afos, es decir con
un periodo de publicabilidad de 80% no mayor
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a 10 afios y algunos anteriores como referente
histérico.

Genotipo de la enfermedad

La anemia falciforme se presenta como: 1) For-
ma homocigota (HbSS), o pacientes afectados es
decir que manifiestan la enfermedad, considerada
como una de las formas mds severas de anemia
falciforme, la cual se caracteriza por manifestacio-
nes clinicas a partir de dos eventos importantes,
la anemia hemolitica y la vaso-oclusién; 2) Forma
heterocigota (HbAS) o rasgo drepanocitico, es el
paciente asintomatico considerado portador sano,
pero en condiciones ambientales o fisioldgicas de
demanda aumentada de oxigeno o hipoxia pueden
presentar sintomas. En este, la concentracién de
HbS es menor de 50% y presentan mas contenido
de HbA*!&Y,

Otros posibles genotipos son: 3) Doble heteroci-
goto Hb-talasemia (HbS-Tal); en la que se observa
la presencia de dos alelos anormales, HbS y otro
para betatalasemia; predominan en el mediterra-
neo'>'®1% 4) Doble heterocigoto HbS-HbC (HbSC);
en la que se presenta en un alelo niveles de HbS y
en el otro alelo niveles de HbC'>*2!,

Herencia de la hemoglobina S

Con respecto a la herencia de la hemoglobi-
na S, esta se presenta de las siguientes maneras:
1) Si un progenitor es portador de Hb S (rasgo
falciforme) y el otro no, existe la probabilidad de
que el 50% de los hijos sean portadores y el otro
50% sanos'?; 2) Si ambos padres presentan el rasgo
falciforme se generardn las siguientes probabili-
dades: a) 25% de probabilidad de que el hijo sea
sano, es decir herede la hemoglobina normal de
ambos progenitores; b) 25% de probabilidad de
que el hijo herede la Hb S de ambos padres y por
consiguiente corresponderia al homocigoto para
la enfermedad (HDSS), este hijo presentaria la
anemia falciforme?; c¢) 50% de probabilidad de
que el hijo herede la hemoglobina normal de uno
de sus padres y la hemoglobina S del otro, es decir,
se trataria del heterocigoto (HBAS)'®.

Rasgo falciforme y la resistencia a la Malaria

El Plasmodium es un parésito que ha coexistido
durante mucho tiempo y ha evolucionado con-
juntamente con el huésped humano, esta relacion
ha ejercido una extraordinaria presién evolutiva
sobre el genoma humano. Consecuentemente,
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los seres humanos han seleccionado multiples
polimorfismos genéticos que protegen contra
complicaciones graves de la malaria'®®.

En el caso del P. falciparum, la resistencia que
presentan pacientes con rasgo falciforme se deriva
de la inhibicién de crecimiento del parasito depen-
diente de la baja de oxigeno, en la cual los parasi-
tos que se encuentran en eritrocitos de pacientes
con HbS mantenidos a bajas concentraciones de
oxigeno se estancan en una etapa especifica en
el medio del crecimiento intracelular antes de la
replicaciéon del ADN',

Clinica de la enfermedad

Normalmente, el recién nacido presenta gran
cantidad de hemoglobina Fetal, la cual empieza a
disminuir hacia los 4 a 6 meses de vida; esta he-
moglobina presenta alta afinidad por el oxigeno lo
que hace que los pacientes sean asintomdticos al
momento del nacimiento®. En los pacientes afec-
tados, las manifestaciones clinicas son: la hemdlisis
marcada, y aquellas que son consecuencia de la
vaso-oclusion, generada a partir de la obstruccién
de los vasos sanguineos por la forma de hoz del
hematie; estos episodios terminan por ocasionar
dano sistémico en diferentes 6rganos producto
de la isquemia e infartos tisulares'>**?. Otras
eventuales manifestaciones clinicas son: la suscep-
tibilidad a infecciones™, sindrome tordcico agudo®-*,
miocardiopatia®, infarto esplénico®*. Los sintomas
y complicaciones de la enfermedad pueden variar
de leves a graves'>**. La anemia puede ser de tipo
normocitica-normocrémica cuando son homoci-
gotos, o, de tipo microcitica mediante el andlisis
de hemoglobina reticulocitaria®*.

Haplotipos y la clinica de la anemia falciforme
Los haplotipos se definen como diferentes
combinaciones de sitios polimérficos a lo largo
de una regién cromosémica (ADN), permiten
detectar una determinada mutacion, cuando ésta
se encuentra asociada a un haplotipo particular.
En el gen de la hemoglobina beta, estos son seg-
mentos polimorficos a nivel del brazo largo del
cromosoma 11 que flanquean al gen a manera de
segmentos heterogéneos de ADN. Se han descrito
cinco haplotipos principales y varios menores,
todos ellos coheredados con la mutacién beta S,
como alelos sencillos, se ha demostrado su corre-
lacion con dreas especificas de Africa y Asia, y se
denominan como haplotipos Benin (Ben), haplo-
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tipo Republica Centro Americana (CAR) o Bantu,
haplotipo Senegal (Sen), haplotipo Camertn
(Cam), haplotipo Arabe-Saudi (Arabe) haplotipo
Asidtico (Indio o Hindt) y haplotipos menores.

Esta caracterizaciéon de haplotipos ha permi-
tido dilucidar mosaicos culturales y étnicos de
ciertas poblaciones y aclarar, al menos parcial-
mente, la razén de la heterogeneidad clinica de la
enfermedad, porque dependiendo del haplotipo
se pueden presentar cuadros clinicos de anemia
falciforme, benigna o severa®'*'>*!,

Pruebas diagndsticas: Determinacion
de hemoglobina

La técnica de isoelectroenfoque ha sido una
prueba bastante utilizada para la deteccién de
hemoglobinopatias, en esta técnica cada hemo-
globina tiene un punto isoeléctrico definido*. A
partir de estas técnicas de electroforesis, es comtn
estimar la prevalencia de la enfermedad®*?, asi
como evaluar la tasa de hemoglobinas anormales
en los recién nacidos segin el departamento®. En
el estudio de Rosero y Bermudez (2012), emplea-
ron la técnica de isoelectroenfoque para analizar
hemoglobinopatias a partir de muestras de sangre
seca de cordén umbilical®.

Se han implementado otras técnicas tales
como, la Cromatografia Liquida de Alto Rendi-
miento Desnaturalizante (DHPLC)!"*>* asi como
la electroforesis en gel de agarosa a pH alcalino*?.
Sobre esta tltima, los autores Romero-Casas et al.
(2015) mencionan dos metodologias utilizadas
para la evaluaciéon electroforética, como son:
1) Electroforesis en gel de agarosa en medio alca-
lino SEBIA® para determinaciéon de hemoglobinas,
con una corrida en medio dcido SEBIA®; 2) Elec-
troforesis capilar en medio acuoso, contenido en
un pequeiio capilar de silice que en presencia de
corriente eléctrica, permite una separacién mads
rdpida con minimos volimenes de muestra®.

Estudios con marcadores bioquimicos

Varios estudios evidencian la participacién del
estrés oxidativo en la fisiopatologia de la anemia
falciforme. Una excesiva produccién de ani6én
superdxido, peréxido de hidrégeno y radical
hidroxilo, junto con una menor actividad de las
enzimas antioxidantes, conlleva a la produccién
del dafo oxidativo***5.

En una investigaciéon de la Universidad de
Granada (Espafa), uno de los autores (IR) eva-
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lué el estado del estrés oxidativo en pacientes
panamenos a través de las mediciones de siete
(7) biomarcadores en el plasma [peroxidaciéon
lipidica (LPO), nitritos y nitratos (NOx)]; y en los
eritrocitos [Glutatiéon oxidado (GSSG), glutatién
reducido (GSH), glutatién reductasa (GRd), glu-
tation peroxidasa (GPx), superdxido dismutasa
(SOD)]*. En general, los resultados evidenciaron
que, los pacientes con anemia falciforme exhiben
una sobreproduccién de radicales libres de oxige-
no, que dafan la membrana celular y contribuyen
a la hemolisis*.

Estudios con marcadores moleculares

Los haplotipos de la anemia falciforme fue-
ron determinados inicialmente por andlisis de
fragmentos de longitud polimérfica (RFLPs) en
el grupo del gen HBB". A nivel nacional e inter-
nacional, se siguen reportando trabajos basados
en PCR-RFLPs**,

Otros autores™'!, han analizado esta enferme-
dad basdndose en la técnica de PCR en tiempo
real. Estudios mds recientes a nivel internacional,
han implementado SNPs para la detecciéon de
mutaciones puntuales asociadas a la anemia falci-
forme''>*. Schriner & Rotimi (2018), emplearon
datos de secuencia de genomas completos a partir
del Proyecto 1000 genomas seleccionando cuatro
SNPs para su analisis de haplotipos asociados al
grupo del gen B-globina [15], mientras que Sha-
ikho et al. (2017), utilizaron una matriz de datos
de SNPs (“SNP array data”) escogiendo cuatro
SNPs para su andlisis de haplotipos asociados al
grupo del gen 3-globina'. Entre tanto, Fatima &
Mussaed (2015), llevaron a cabo la secuenciacion
génica y el andlisis de un tnico SNP (rs334) de
la hemoglobina f§ involucrada en la anemia fal-
ciforme”.

Tratamiento

Tanto la educacién como el asesoramiento
genético de los pacientes y sus familias, la inter-
vencidén precoz, asi como las pruebas diagndsticas
para detectar las complicaciones en el desarrollo
temprano se hacen indispensables, de modo que
estas puedan tratarse antes de que sean graves, lo
cual podrd mejorar significativamente los resul-
tados®!%%.

La hidroxicarbamida (hidroxiurea) fue apro-
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bada por la Administracién de Drogas y Alimentos
(FDA) para el tratamiento de anemia falciforme
y se recomienda para la mayoria de los pacientes
con las formas S/S y talasemia beta-cero. Se debe
ofrecer a los nifios con estas formas a los 9 meses
de edad®. Por otro lado, las transfusiones de sangre
pueden usarse en algunos casos: en el caso de una
anemia muy grave, en la preparacién para una
cirugia y para disminuir el riesgo de una crisis
severa. En algunas personas, la cirugia puede ser
necesaria debido al dano de érganos especificos
(vesicula biliar)?®.

En2017,1la FDA aprob¢ Endari (L-glutamina)
para pacientes de cinco anos de edad y mayores
con anemia falciforme, para reducir complicacio-
nes graves asociadas con esta afeccion®*.

En Colombia, mediante la ley 1980
(26/07/2019), se cred el programa de Tamizaje
Neonatal®, en el cual se amplia el tamizaje neona-
tal para recién nacidos, para otras enfermedades
como: fibrosis quistica, fenilcetonuria, galacto-
semia, hiperplasia suprarrenal congénita, déficit
de biotinidasa y hemoglobinopatias, evaluacién
temprana en busca de sordera y ceguera (33 en-
fermedades detectadas en total).

Derecho al tamizaje neonatal. A partir de la
entrada en vigencia de dicha ley el Ministerio de
Salud y Proteccién Social, a través del Sistema
General de Seguridad Social en Salud, garantizard
que, de manera progresiva, obligatoria y gratuita,
a todo recién nacido vivo se le realice minima-
mente un tamizaje neonatal bdsico, auditivo y
visual enmarcado dentro de los lineamientos de
salud publica y del modelo de prestacion en redes
integrales de atencién en salud™.

Terapia génica

Seglin una revision sistemdtica realizada por
Olowoyeye & Okwundu (2012)*, se llevaron a
cabo busquedas de ensayos experimentales que
utilizaran este enfoque de reemplazo de genes
defectuosos para obtener hemoglobina con genes
normales en el tratamiento de la anemia falcifor-
me. Los autores concluyeron que se requieren mas
ensayos que evaltien los beneficios o los riesgos de
la terapia génica para esta enfermedad®'.

Una de las terapias es el uso de vectores lentivi-
rales en la cual se extraen células madre hemato-
poyéticas de la médula 6sea del paciente que son
cultivadas in vitro y se les introduce copias sanas
del gen por medio de un vector lentivirus®. Esta
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terapia consiste en transferir un gen de 3-globina
bajo el control transcripcional de elementos regu-
ladores del locus de -globina. Empero, se estin
explorando mejoras de vectores para optimizar la
seguridad y la eficiencia de estos vectores™.

Edicién de genes. Recientemente, ha crecido el
interés por emplear la técnica CRISPR/cas 9 como
procedimiento terapéutico en la correcciéon del
gen B-globina mutado®™. La edicién de la muta-
cién B* por reparaciéon de ADN dirigida por ho-
mologia [“Homology Directed Repair” (HDR)],
se puede conseguir por medio de nucleasas con
zinc o CRISPR/Cas9, para escindir el locus f3%,
por otra parte, genomas virales u oligonucledtidos
monocatenarios actian como moldes donantes
HDR™. La plataforma CRISPR/Cas9 utiliza una
unica endonucleasa y un solo ARN guia (ARNg)
para inducir la ruptura de ADN (doble cadena)
de secuencia especifica. Cuando esto acompana
a un molde de reparacion, permite reparar el gen
mutado®®.

Una estrategia alterna, tiene como objetivo
reactivar la sintesis de Hemoglobina fetal (HbF)
en eritrocitos adultos, la cual se enfoca en la re-
gulacion negativa de BCL11A, esto permitiria que
los sintomas se presenten de forma mds leve®®. No
obstante, esta tecnologia atin debe demostrar su
perfil de eficacia y bioseguridad en un contexto
real.

Conclusiones y reflexiones

En Colombia, hasta el momento se han
realizado pruebas para el diagnéstico de las he-
moglobinopatias, a partir de técnicas como el
isoelectroenfoque, DHPLC, electroforesis en gel
de agarosa a pH alcalino, electroforesis capilar. A
nivel molecular, se han reportado estudios princi-
palmente con marcadores RFLPs, para el analisis
de los haplotipos cldsicos. En Colombia, no se
conocen estudios publicados sobre hemoglobi-
nopatias y haplotipos cldsicos basados en técnicas
de secuenciacién de ADN. El conocimiento de la
distribucién de los afectados y de los portadores
(heterocigotos) en Colombia mediante secuencia-
cién de ADN, es primordial, con el fin de proveer
servicios preventivos, tratamientos e informacién
para el publico, asi como para una disposicién
adecuada de los recursos en salud.

A nivel internacional, se ha reportado el
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andlisis de biomarcadores para evidenciar estrés
oxidativo celular en pacientes afectados con ane-
mia falciforme, donde se ha detectado en dichos
pacientes una sobreproduccién de radicales libres
de oxigeno, que contribuyen a la hemdlisis. Por
tal razdn, seria deseable incorporar este tipo de
andlisis en muestras de pacientes afectados co-
lombianos provenientes de diversas regiones de
Colombia, con el objeto de comprender las dis-
tintas manifestaciones clinicas de la enfermedad.

La educacion, el asesoramiento genético tanto
al paciente como a su familia, la intervencién
anticipada, asi como las pruebas para detectar
complicaciones en el desarrollo temprano de esta
afeccién, permitirdin mejorar significativamente
los resultados.

Cabe destacar que, la expediciéon de la ley
1980 (26/07/2019, Colombia) enmarcada dentro
de los lineamientos de salud publica, el derecho
al tamizaje neonatal, después de varios afios de
esfuerzo conjunto con muchas organizaciones,
dichaley beneficiard a muchos pacientes afectados
y sus familias.

Por ultimo, tanto la terapia génica como la
edicién génica abren un panorama promisorio
para el tratamiento de esta enfermedad, de hecho,
se han logrado grandes avances en estas dreas a una
escala internacional. Sin embargo, se necesitardn
muchos mas ensayos que evalden beneficios y/o
riesgos de la terapia génica para tratar la anemia
falciforme.
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