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Resumen. Las o talasemias en la mayoria de los casos es debida a dele-
ciones que afectan a uno o a los dos genes a, siendo poco frecuente los casos
debidos a mutaciones puntuales, inserciones o deleciones de pocos pares de
bases, los cuales se han denominado o talasemias no delecion. Se determind
la incidencia de la o talasemia no delecién en los pacientes con o talasemia,
mediante biologia molecular. Se estudiaron 517 individuos remitidos al Hospi-
tal Clinico San Carlos, centro de referencia de estudios moleculares de Tala-
semias en Madrid- Espana, entre Enero del 2001 a Diciembre del 2003, en los
que se habia descartado ferropenia y presentaban microcitosis, hipocromia,
Hb A,, Hb F y EEF de Hbs normales. Se estudiaron los 2 tipos de a talasemia
no delecion mas descritas en el Mediterraneo: 1) allph debida a la delecion
de 5bpenel IVS Iy 2) aNco a un cambio en el codon de iniciacion del gen.
De los 517, 40 presentaban una o talasemia no delecion (7,7%). De éstos, 28
fueron positivos para aHph del gen a,, 24 en estado heterocigoto, 1 homoci-
goto y 3 dobles heterocigotos asociados con la delecion 3,7 kb. Los 12 restan-
tes resultaron positivos para la aNco del gen a,, 10 heterocigotos, 1 homoci-
goto y 1 doble heterocigoto asociado con la delecion 4,2 kb. La o talasemia
no delecion representa < 8% de los casos de a talasemia en nuestro medio. La
aHph es el tipo de a talasemia no delecion mas frecuente y cuyas anormalida-
des hematolégicas son mas manifiestas que las presentadas en los casos de
aNco.
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Abstract. The o thalassaemia diseases in most cases are caused by dele-
tions that affect one or two of the a genes, being less frequent the cases due
to punctual mutations, insertions or deletions of a few pairs of bases, which
have been denominated no deletion o thalassaemias. The objective of this in-
vestigation was to determine the incidence of the no deletion o thalassaemia
in patients with o thalassaemia using molecular biology techniques. We stud-
ied 517 individuals of the San Carlos Hospital (Thalassemia Molecular Re-
search Center, Madrid-Spain) between January 2001 and December 2003, in
whom iron deficiency anemia had been ruled out, that presented microcytosis
and hypochromia and that presented normal HbA2, HbF and EEF from normal
Hbs. The two types of no deletion o thalassaemia most frequently described in
the Mediterranean were studied: 1) o Hph due to deletion of Sbp in the IVS 1
and 2) aNco due to a change in the initiation codon of the gene. Of the 517
cases studied, 40 (7.7% of the cases) represented a no deletion o thalas-
saemia. Of these cases, 28 were positive for allph of the a, gene, 24 in the
heterozygote state, one homozygote and three double heterozygotes associ-
ated with the 3,7 kb deletion. The remaining 12 cases were positive for the
aNco of the a, gene, 10 heterozygotes, one homozygote and one double
heterozygote associated with the 4,2 kb deletion. The no deletion «
thalassacmias represent < 8% from the cases in our environment. The aHph
is the most frequent type of no deletion o thalassaecmia and its haecmatologi-
cal abnormalitics are more manifest that the ones present in the cases of
aNco.
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INTRODUCCION

La o talasemia, es probablemente el
desorden genético aislado, mas frecuente
en el mundo y actualmente se ha observado
una clara relacion entre dichos sindromes y
aquellas dreas que fueron endémicas de ma-
laria en el pasado. Esta patologia resulta de
una disminucion (a*) o ausencia (o) de la
sintesis de las cadenas a de globina, que se
produce tanto en la vida fetal como en la
del adulto. (1,2) En la mayoria de los casos
esta alteracion en la sintesis, se deben a de-

leciones de varios segmentos de acido deso-
rribonucleico (ADN) del “cluster” de a glo-
bina (5’ - &, —w&; — wo, —yoy =0, — oy — 0y -
3’), que se localiza en el cromosoma
16p13.3, afectando a uno o a los dos genes
a. Con menos frecuencia la o talasemia son
debidas a no deleciones que se producen
por mutaciones puntuales, pequenas dele-
ciones o inserciones de una o mas bases en
los genes estructurales que regulan la ex-
presion de los genes o, envolviendo predo-
minantemente la expresion del gen o,
(aTa) o raramente la del gen oy (aa®) o
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también por deleciones fuera del cluster de
a-globina el cual deja intacto la estructura
de los genes pero sin expresion. Estas o ta-
lasemias no deleciones afectan a los proce-
sos de transcripcién, procesamiento de
ARN y traduccion (3-5).

La expresion fenotipica de la a talase-
mia se presenta de forma muy variada, des-
de una anemia microcitica e hipocrémica
en ocasiones indetectable (portador silen-
te), hasta desarrollarse un cuadro de ane-
mia hemolitica severa bien por la presencia
de Hb H en caso de la pérdida de 3 genes a
funcionales o la muerte durante el periodo
perinatal, debido a la pérdida de los 4 genes
o, conocido este cuadro clinico como “hi-
drops fetalis” por Hb Bart (2, 3, 6, 7).

El extenso estudio realizado en Espana
de la a talasemia (8-10), pone de manifies-
to la relativa frecuencia de esta patologia
en este pais, fundamentalmente de la deter-
minante ot talasemia por la pérdida de 3.7
kilobase (kb) de ADN conocida con el nom-
bre de a* talasemia rightward, que se origi-
na por la desalineacion y recombinacion re-
ciproca de homodlogos entre los cromoso-
mas, lo cual afecta ambos genes o en cis y
se forma un gen hibrido (o, o), dejando un
solo gen o funcional en un cromosoma
(—a37/ aa). (11) Con menos frecuencia se
mencionan los dos tipos de o talasemia no
delecion mas diagnosticados en el medite-
rraneo, pero no en Espaia, la mutacién
ollPhg, que se caracteriza por ser una dele-
cién que comprende cinco pares de bases
de nacleotidos (TGAGG) situados en el ex-
tremo 5’ de la secuencia interpuesta o “in-
tervening sequence 1”7 (IVS 1) e interfiere
en ¢l procesamiento normal del o, ARNm
va que afecta al mecanismo normal de “spli-
cing”, esta mutacién se manifiesta en vitro
al abolir el sitio de corte de la enzima de
restriccion Hph I en el gen a, (12, 13) v en
segundo lugar la mutacion oNeea, o oaoNe©
causadas por sustituciones de una base en
el codon de iniciacion ATG en el gen o,

(ATG—>ACG) vy en el gen a; (ATG->GTG)
respectivamente, lo cual elimina completa-
mente la expresion del gen involucrado, la
que envuelve el gen o, es mas severa que la
del gen a, vy se evidencia al abolir el sitio de
corte de la enzima Ncol (11, 14, 15).

En principio era suficiente determinar
el volumen corpuscular medio (VCM) para
establecer el diagnéstico de a talasemia,
que en ausencia de ferropenia y con una he-
moglobina A, normal o baja, podria ser res-
ponsable de la anemia microcitica. La in-
tensa actividad desarrollada en la década de
los 80 y 90, junto el gran avance de las téce-
nicas de Biologia Molecular para establecer
las bases moleculares de las talasemias, han
demostrado que muchas de las lesiones ge-
néticas no pueden ser detectadas con los
métodos analiticos convencionales, que tie-
nen aplicacién tanto en la etiopatogenia,
diagnodstico y prevencion de estas patolo-
gias.

En Espaifia los estudios epidemiol6gi-
cos, aunque escasos y esporadicos, han evi-
denciado una elevada incidencia de las a ta-
lasemia de 4,79% con distribucion geografi-
ca irregular y marcada heterogeneidad fe-
notipica (16, 17). Sin embargo no existen
trabajos que asocien la a talasemia no dele-
cion con sus anormalidades hematolégicas,
lo que nos permitié plantearnos, que el
principal objetivo de esta investigacion sea
determinar la incidencia de la a talasemia
no delecion en los pacientes con o talase-
mia, utilizando técnicas de biologia mole-
cular que permitan una 6ptima caracteriza-
cion genética y a su vez comparar los para-
metros hematoldgicos entre los diferentes
genotipos mas frecuentes de o talasemia en
Espana.

MATERIAL Y METODOS
Sujetos

En el periodo de Enero del 2001 a Di-
ciembre del 2003, se estudiaron 517 pa-
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cientes remitidos al Hospital Clinico San
Carlos, centro de referencia de estudios
moleculares de Talasemias en Madrid-Espa-
fia, con microcitosis y/o hipocromia
(VCM<80 fL y/o HCM<27pg), en los que
previamente se habia descartado anemia fe-
rropénica ya que los estudios de hierro re-
sultaron normal (ferritina, sideremia, IST).
También se consideré para esta seleccion
de las muestras los valores de hemoglobina
A,, hemoglobina fetal y electroforesis de he-
moglobinas normales, con el fin de descar-
tar hemoglobinopatias y otras talasemias
diferentes a las de cadena a, y posterior-
mente realizar el diagnéstico molecular de
o talasemia.

A cada uno de los sujetos se les solicitd
por escrito su consentimiento para partici-
par en el estudio y también se conté con la
aprobacion del Comité de Etica de la insti-
tucion y se procedioé de acuerdo a los prin-
cipios de la declaracion de Helsinki de 1975
(actualizado en el 2000).

Métodos

Las muestras de estos individuos fue-
ron sangre periférica anticoagulada con
EDTA-K; v se les practico los siguientes es-
tudios para el diagnéstico de la o talase-
mia: estudio hemocitométrico convencional
(Contador Coulter STKR®), recuento de re-
ticulocitos, isoelectroenfoque de hemoglo-
binas (IEF) y HPLC de cadenas de globina,
estas dos tdltimas determinaciones se reali-
zan con el fin de descartar la posible existen-
cia de otra patologia asociada. También se
determiné la Hb A, y Hb F, para descartar
o df talasemia y se finaliza con la cuantifica-
cion de los Cuerpos de Inclusion (18, 19).

Una vez puesto de manifiesto la exis-
tencia de una o talasemia, se procede a rea-
lizar el estudio de la biologia molecular de
dicha patologia, mediante la extraccion del
ADN contenido en los niicleos de leucocitos
de sangre periférica por el método de Miller
et al. modificado (Salting out) (20) y la apli-

cacion de las siguientes téenicas: PCR para
las mutaciones 3.7 (deleciéon de 3.7 Kb co-
nocida como rightward (11), método de
Southern Blot, para descartar cualquiera
otra o talasemia delecion y finalmente am-
plificacion por PCR y digestion con enzimas
de restriccién para el estudio de la a talase-
mia no delecion.

Amplificacion selectiva del gen o,
y del gen o, por PCR

Los genes completos o, y a; de cada
paciente se amplifico de forma selectiva por
PCR (21) utilizando previamente los oligo-
nucleétidos (Cg Directo: 57 GAGCCTG
GCCAAACCATCAC 37 y C3 Reverso: 5° CC
ATTGTTGGCACATTCCGG 37) ya descritos
para el gen a, (22), obteniéndose un frag-
mento de 1943 pares de bases (pb). La am-
plificacion del gen o, se logré con oligonu-
cleotidos (C; Directo: 5° TGGAGGGTG
GAGACGTCCTG 3 y RMU Reverso: 57
GGGGGGAGGCCCAAGGGGCAAGAA 37),
diseniados en esta investigacion que produ-
ce un fragmento de 980 pb. La PCR se rea-
liz6 en un ADN Termal Cycler 480 (Per-
kin-Elmer Cetus), con una de mezcla de
reaccion (100 ul) que contenia 1 ug de
ADN genémico, 0,5 umol/L de cada oligo-
nucleétido con 670 mmol/L de Tris-HC1 pH
8,8, 166 mmol/L de SO,(NI,),, 20 mmol/L
de Cl, Mg, 1 mg/mL de Albimina sérica bo-
vina 4%, 7,5 uL. de DMSO, 0,2 mmol/L de
cada dNTPs y 2,5 Unidades/ul. de Tag DNA
Polimerasa. Luego de la desnaturalizacion
completa del ADN durante 7 minutos a
99°C, se procede a amplificar el gen a,, con
un total de 25 ciclos siguiendo estas condi-
ciones: 1 minuto a 95°C de desnaturaliza-
cién, 1 minuto a 56°C de reconocimiento y
2,5 minutos a 72°C de sintesis y se finaliza
para estabilizar la reaccion con 10 minutos
a 72°C (elongacion final) y esperar un en-
friamiento a 4°C, para mantener la mues-
tra. La amplificacion del gen a4, se desarro-
lla con 30 ciclos en total y bajo las siguien-
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tes condiciones: 1 minuto a 95°C de desna-
turalizacion, 1 minuto a 60°C de reconoci-
miento y 2 minutos a 72°C de sintesis y se fi-
naliza para estabilizar la reaccién con 7 mi-
nutos a 72°C (elongacion final) y esperar un
enfriamiento a 4°C, para mantener la mues-
tra. Ambas amplificaciones son comprobadas
al colocar 10 uL del producto en un gel de
acrylamida (Bio-Rad’s Acrilamide/Bis Solu-
tions) al 40% 37,5:1 en una solucién regula-
dora TBE 1X (Tris-Trizma Base, Acido Bori-
co, EDTA 0,5M pH 8 y H,O c.s.p.), mediante
una electroforesis minivertical (Modeo
Mini-Protean III Cell) durante 45 minutos a
110 V (Fuente Power Pac 1.000-BIORAD) y
posterior tincién en una solucién de bromu-
ro de etidio (C,;H,,N;Br) 0,5 ug/mL (Boeh-
riger Mannheim GMBH, Alemania). Los frag-
mentos fueron visualizados en un transilumi-
nador (Modelo TM-20 UVP) y posteriormen-
te fotografiados con una camara polaroid
(Mitsubishi Video Copy Processor).

Digestion con enzimas de restriceion
del producto de la PCR
para las mutaciones afieh y gNeo

La presencia de las mutaciones de las
a talasemias no delecion estudiadas en este
trabajo se evidencian en el gen o, al digerir
20 uL del ADN amplificado con las respecti-
vas enzimas Hph I para la delecion de 5 pb
en el IVS-1 (afPha) obteniéndose cuatro
fragmentos de 1204 pb, 322 pb, 254 pb y
163 pb cuando se trata de un individuo nor-
mal. La presencia de la mutaciéon provoca
una abolicién del sitio de corte por la enzi-
ma de restriccion Hph I en el fragmento
amplificado, da lugar en los individuos hete-
rocigotos a cinco fragmentos de 1526 pb,
1204 pb, 322 pb, 254 pb y 163 pb y en los
individuos homocigotos hay un solo frag-
mento de 1526 pb. A la otra mutacién
olNeog, en el codon de iniciacion, se le realizé
la digestion con la enzima de restriccion
Nco I, obteniéndose dos fragmentos de
1096 pb y 847 pb cuando se trata de un in-

dividuo normal. La presencia de la muta-
cién provoca una abolicion del sitio de cor-
te por la enzima de restriccion Nco I en el
fragmento amplificado, da lugar en los indi-
viduos heterocigotos a tres fragmentos de
1943 pb, 1096 pb y 847 pb y en los indivi-
duos homocigotos hay un solo fragmento
de 1943 pb. En las Figs. 1 y 2 se observan
las diferentes bandas.

Los objetivos planteados en este traba-
jo nos permiten realizar un estudio descrip-
tivo de la media. La evaluacion de los datos
obtenidos se realiz6 mediante un analisis
automatizado por ordenador. Los valores
para cada parametro analitico, se expresan
como media (X), desviacion estandar (DE),
valor maximo, valor minimo, rango coefi-
ciente de variacion (CV) y error estandar de
la media (EEM).

Se analizaron las distribuciones de va-
lores para cada variable analizada, con el fin
de conocer si su distribucion se ajustaba a
una curva normal, se le realizé el test de
Kolmorogov Smirnov y se observd que en su
mayoria no existe una distribucion normal
de variables, por lo tanto para realizar el es-
tudio descriptivo de la media se utilizaron
las pruebas no paramétricas (Mann-Whitney)
para los analisis comparativos posteriores.
También hubo una minoria de datos que si-
gui6 una distribucién de frecuencia normal y
en estos casos se les aplico la T de Student.
Para estos andlisis estadistico se utilz6 el pa-
quete estadistico SPSS versiéon 17.

En las variables de reticulocitos y Hb F
se observo que la DE es mayor al 50% de la
media y por esta razon se utilizé para su es-
tudio la prueba de la mediana, a diferencia
de la Hb A, en donde se aplicé la Prueba de
Mann-Whitney, igual que a todos los demas
parametros hematimétricos.

RESULTADOS

De los 517 casos de individuos con o
talasemia, 477 (92,3%) se producian por
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— 1526 pb
™ 1204 pb

— 322pb
— 254pb
. — 163pb

Fig. 1. Estudio de la mutacién o't en el gen o,
mediante amplificacion por PCR y pos-
terior digestiéon con la enzima de res-
triccion Hph 1. Producto digerido: 1526
pb, 1204 pb, 322 pb, 254 pb y 163 pb.
Carril 1: Marcador de pesos Moleculares
¢0x174 digerido con Hph I. Carriles 2 y 5:
Sujeto homocigoto (alPh a/alPha), Ca-
rril 3: Sujeto normal (ao/aa) y Carril 4:
Sujeto heterocigoto (alPh o/at).

deleciones de genes a y 40 por o talasemia
no delecion, lo que supone un 7,7% de los
casos estudiados, que distribuidos en fre-
cuencia y segtn el genotipo se observa que
la mayoria de los casos de a talasemia dele-
cién son por la mutaciéon —o37 con un valor
de 64,8% en estado heterocigoto y 20,3% en
estado homocigoto y de las a talasemias no
delecion la mutacion al'rh en estado hetero-
cigoto con una frecuencia de 4,6% y la mu-
tacion oNeo en estado heterocigoto con un
valor de 1,9%, tal como se refleja en la Ta-
bla I.

La correlacion de los genotipos con
mayor frecuencia de a talasemia en esta in-
vestigacion y los parametros hematoldgicos
se observan en la Tabla II.

En la comparacién del estudio hemati-
métrico de los sujetos heterocigotos con a*
talasemia delecion (335 casos) y no dele-
cion (34 casos), se presenta que ¢l VCM y
HCM estan mas bajos en los casos de o tala-
semia no deleciéon con valores de 76,9 fL
(p=0,013) y 25,12 pg (p=0,002) respecti-
vamente, notandose una gran diferencia
significativa para estos dos parametros. Con
respecto a los individuos con los genotipos

1943 pb
1096 pb
847 pb

Fig. 2. Estudio de la mutacién oXen el gen o,
mediante amplificacion por PCR y pos-
terior digestion con la enzima de res-
triccion Nco 1. Producto digerido: 1943
pb, 1096 pb y 847 pb. Carriles 1y 4: Su-
jeto normal (ao/aa), Carril 2: Marcador
de pesos Moleculares ¢x174 digerido
con Nco 1., Carril 3: Sujeto homocigoto
(oo g /aNeoq) y Carril 5: Sujeto hetero-
cigoto (aNeo o/at).

TABLA 1
DISTRIBUCION DE FRECUENCIA
DE LOS GENOTIPOS ESTUDIADOS
EN PACIENTES CON PATOLOGIA
EN EL CLUSTER o.. HOSPITAL CLINICO
SAN CARLOS. MADRID. ESPANA 2001-2003

Genotipos  Frecuencia (N°) Porcentaje (%)
-a37/an 335 64,8
—ot2/ a0 5 1,0
—a37/—a37 105 20,3
oNeog /oLt 10 1,9
altPho /oo 24 4.6
alNeog /aNeog, 1 0,2
ottphg,/oHphg, 1 0,2
—ad7/—q#2 1 0,2
-3 7/oHphg, 3 0,6
—/oo 28 54
—a42/gNeog, 1 0,2
/=037 3 0,6
Total 517 100,00
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TABLA 11
CORRELACION DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS Y LOS GENOTIPOS MAS FRECUENTES
ESTUDIADOS CON o TALASEMIA. HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS. MADRID. ESPANA. 2001-2003

Genotipos Hb Hto VCM HCM RDW
g/dL % Fl pg %
-3 7/00 13,19 = 1,7 40,08 = 5,1 78,19 £ 5/1 2575+ 19 14,37 £ 2,4
—a37 /=3 1278 +12 40,13 +39 71,71 +32 2287 +1,1 14,69 + 0,92
allrho/aa 13,55 = 1,1 41,70 £ 3,5 75,70 £ 375 24,62 £ 0,99 14,51 = 0,87
oNeog,/ Lo 1398 + 1,4 4231 = 4,1 79,81 = 8,0 26,32 = 3,0 13,77 £ 0,8
/o 12,44 + 1,3 39,27 =42 66,08 +385 2097 *14 1553 = 1,4

olrha /oo (24) y oNeoo/aa (10) de a talase-
mia no delecién, se confirma que los valo-
res de VCM y HCM son inferiores en la mu-
tacion ollPh, aunque solo existe diferencia
significativa para el parametro de HCM con
una media de 24,6 pg (p= 0,046), también
en esta comparacion los valores de RDW es-
tan ligeramente mas elevados en esta muta-
cion olleh con valores medios de 14,5% (p=
0,023), con diferencia significativa.

Los casos homocigotos de at talase-
mia delecion (106) y no delecion (6) y su
estudio hematimétrico, al compararlo refle-
jan una gran diferencia significativa para
VCM y HCM resultando valores mas bajos
en la a talasemia no delecién con medias
de VCM = 63,90 fL (p=0,000) y HCM =
19,95 pg (p=0,000) en contraste con la o+
talasemia delecion cuyas medias de VCM =
71,69 fL (p=0,000) y HCM = 22,87 pg.
También se destaca una diferencia significa-
tiva en la determinaciéon de RDW con una
media de 16,43 % para la o talasemia no de-
lecion y de 14,70 % para la a talasemia de-
lecién con una p=0,002.

Un altimo analisis comparativo del es-
tudio hematimétrico fue el de los genotipos
—/aa. con los homocigotos a* talasemia de-
lecion (106) y no delecion (6), en el cual se
determiné que no existe diferencia signifi-
cativa entre el estudio hematolégico de
—/aa y ot talasemia no delecion, en con-
traste con los sujetos de a* talasemia dele-

cion que al compararse con los —/aa si se
observo diferencia significativa para los pa-
rametros de VCM, HCM y RDW cuyas me-
dias en este genotipo —/aa son de VCM =
66,08 fL. (p= 0,000), HCM = 20,97 pg (p=
0,000) y RDW = 15,53% (p= 0,001) y las
de at talasemia delecion son de VCM =
71,69 fL, HCM = 22,87 pg y RDW =
14,70%.

DISCUSION

Todos los pacientes de esta investiga-
cién se caracterizan por haber heredado de
sus progenitores alelos normales y/o alelos
mutados a nivel de los genes a de globina.
Alelos que se ponen de manifiesto mediante
el empleo de técnicas de Biologia Molecu-
lar, ya que los parametros hematolégicos,
volumen corpuscular medio (VCM), hemo-
globina corpuscular media (HCM) y Hb A,
normal o baja, en ausencia de anemia ferro-
pénica, son herramientas utiles en el diag-
noéstico de los sindromes talasémicos, pero
no son capaces de discernir entre los geno-
tipos de o talasemia.

Los resultados de los estudios realiza-
dos en Espaiia incluyendo los nuestros refle-
jan que en la actualidad existe una preva-
lencia de la o talasemia detectada mediante
procedimientos moleculares de 4%, muy si-
milar a la encontrada en los paises o comar-
cas de la cuenca mediterranea (16, 17,
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23-26). De los 517 casos de o talasemia
analizados en esta investigacion, se observa
que un 92,3% se producian por deleciones
de genes oy una minoria 7,7% por la o tala-
semia no delecién, que segin la revision bi-
bliografica de los dltimos trabajos realiza-
dos en Europa, sobre la prevalencia de la a
talasemia delecion y o talasemia no dele-
cién en una poblacién de pacientes con o
talasemia, reflejan que existe una discre-
pancia cuando se compara con nuestros da-
tos, como son los reportes de los estudios
realizados en Israel (27) en donde un 70%
presentaba a talasemia delecion y un 30% o
talasemia no delecion, en Irdn el 80% es a
talasemia delecion y 20% o talasemia no de-
lecion (28) y también podemos unir a estos
datos el trabajo realizado en Chipre (24) de
los cuales el 85% fue a talasemia delecion y
15% no delecién, presentidndose en estos
estudios valores mas elevados para los casos
de o talasemia no delecién que los encon-
trados en Espafa, esta discrepancia nos
permite inferir que la situacion geografica
de estos paises los hace tener mayor fre-
cuencia de estos genotipos, ademas que son
poblaciones mas heterogéneas desde el
punto de vista genético, debido a su mezcla
con otras etnias africanas y asiaticas de su
antiguo imperio colonial.

La incidencia de las dos o talasemia no
delecion analizadas, fue de 5,4% para ¢l ha-
plotipo alPh y 2.3% para el haplotipo aNe y
en la comparacion de las mismas, desde el
punto de vista de expresion fenotipica y ge-
notipo se confirma que las anormalidades
hematol6gicas asociadas a la o talasemia no
delecién por la mutacién ollPh son mas ma-
nifiestas que las presentadas en los casos
con la mutacion o<, igual como se ha de-
terminado en otros trabajos por diferentes
autores (5, 27) hecho que hace suponer
que la expresion proteica a nivel del cluster
o esta minimizada en la mutacion
allhg /oL, ya que existe una menor expre-
sion del gen a,, se disminuye la sintesis de

cadenas o y a su vez se produce menos Hb
A, por ello la severidad de las manifestacio-
nes clinicas en las o talasemia no delecion
varian dependiendo de la caracteristica y
ubicacion de la mutaciéon en el cluster o.
Para estudiar el efecto de la mutacion alleh
a nivel del intrén que cambia la secuencia
de la region consenso del empalme que se
produce en el splicing, es necesario aislar el
ARN para saber los niveles de ARNm que se
producen, lo cual seria un objetivo para es-
tudios futuros.

En el resto de los estudios comparati-
vos entre los casos de ot talasemia delecion
y at talasemia no delecion se presenta que
aunque el VCM y el HCM fueron los parame-
tros mas significativos, llevar a cabo el diag-
nostico de una a talasemia heterocigota ba-
sandose  dnicamente en la  relacion
VCM-HCM resulta poco sensible, al presen-
tarse o talasemia silentes que pasen desa-
percibidas, ya que los indices hematolgi-
cos en sujetos heterocigotos de o talasemia
estan alterados de una forma muy ligera y
suelen coincidir considerablemente con los
individuos normales. Un diagnédstico real
puede por lo tanto ser implementado solo
por andlisis de ADN. Con respecto a los va-
lores hematolégicos nuestros resultados
coinciden con todos los reportes realizados
en este tema, indicando que los casos hete-
rocigotos de a* talasemia no delecion pre-
sentan cuadros clinicos mas severos que
por deleciones en el gen a, caracterizada
por una anemia microcédtica mas acentua-
da, esto es debido a que existe una menor
expresion proteica en las mutaciones de ot
talasemia no delecién aqui estudiadas. En
vista que el mayor N° de casos de no dele-
ciones fue por la mutaciéon ol'rh, los indivi-
duos con estas mutaciones presentan una
microcitosis ¢ hipocromia algo mayor a la
hallada en individuos con pérdida de un gen
a por delecion de 3.7 kb, lo cual se explica
porque la expresion del gen o, afectado es
tres veces superior al del gen a;.
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Un hecho resaltante es la similitud de
la expresion fenotipica al comparar los suje-
tos a’ (—/aa) con at talasemia no delecion
homocigotos (aTo/aTa), confirmandose la
importancia que tiene los cuadros de a* ta-
lasemia no delecién cuando se encuentran
en el gen o, y mas atin en estado homocigo-
to. La caracterizacion molecular realizada
en los sujetos con a talasemia no delecion
nos determina que en este tipo de investi-
gacion existen datos trascendentales para
emitir un adecuado consejo genético y esta-
blecer un diagnéstico prenatal, reservando
en mente que el fenotipo clinico de los pa-
cientes con la enfermedad de Hb H con ge-
notipo de no delecién son usualmente mas
severos que aquellos que tienen genotipo
delecion.
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