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RESUMEN 

El estudio del gen β globina ha proporcionado grandes aportes al conocimiento de 
desórdenes genéticos hereditarios, tales como la β talasemia, las variantes 
hemoglobínicas y la persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal; al mismo tiempo 
ha facilitado la comprensión de los mecanismos de regulación y expresión de los 
diferentes genes que conforman el bloque β globina. Esta enfermedad esta ampliamente 
distribuida a nivel mundial, en Venezuela alcanza una frecuencia de 1,8%. Los estudios 
llevados a cabo utilizando técnicas de ADN recombinante, han permitido caracterizar 
decenas de mutaciones y demostrar directamente la gran variabilidad genética de las 
anormalidades que producen los fenotipos talasémicos. En el presente estudio se 
analizaron un total de 54 pacientes, de los cuales a 36 se les realizó el análisis molecular 
para definir el espectro de mutaciones por electroforesis en gel con gradiente 
desnaturalizante (DGGE) y secuenciación de ADN genómico,  y los 18 pacientes β 
talasémicos restantes fueron estudiados para definir el catálogo para las mutaciones -88 
(C/T), CD39 (C/T) y IVSI-110 (A/G). En 12 pacientes no relacionados se logró 
identificar mutaciones por secuenciación automatizada de ADN genómico. Las 
mutaciones fueron la -88 (C/T) (2,7%), la -86 (G/C) (8,3%), la IVSI-5 (G/A) (2,7%), la 
IVSI-110 (G/A) (8,3%), la IVSII-I (G/T) (5,5%), de los cuales tres están relacionadas, la 
CD 39 C/T) (2,7%) y la IVSII-849 (A/G) (2,7%). El catálogo de mutaciones demostró la 
asociación de la mutación -88 (C/T) con el perfil de migración 2, la mutación CD39 
(C/T) con el perfil de migración 1 y la mutación IVSI-110 (A/G) con el perfil de 
migración 1. Los resultados obtenidos permiten concluir que la (DGGE) es un método 
apropiado para la caracterización de mutaciones que difieren de pequeños cambios 
nucleotídicos con respecto a la secuencia normal del gen beta globina humano. Esta 
técnica, al ser combinada con la secuenciación automatizada del ADN ha probado ser 
particularmente útil en la detección de mutaciones responsables de enfermedades 
genéticas. 
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INTRODUCCIÓN 

La hemoglobina (Hb) es una proteína que transporta oxígeno desde los pulmones 

hasta los tejidos, está constituida por una parte prostética llamada hemo y por una parte 

proteica llamada globina.  

En las distintas etapas del desarrollo, desde el embrión hasta llegar al adulto se 

sintetizan, en un orden fijado y rigurosamente determinado, diferentes hemoglobinas 

constituidas por dos pares de cadenas polipeptídicas. Los genes que codifican para estas 

hemoglobinas se encuentran en dos cromosomas diferentes formando bloques, el alfa, 

localizado en el cromosoma 16, formado por los genes alfa y zeta, y el beta, localizado 

en el cromosoma 11, formado por los genes épsilon, gamma, delta y beta (figura 1) 

(Antonarakis et al., 1984; Varawalla et al., 1992; Hoffman et al., 2000). 
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Figura1. A.- Bloque de genes beta, localizado en el cromosoma 11; B.- Bloque de genes 
alfa, localizado en el cromosoma 16. 

Existen tres tipos de hemoglobinas embrionarias, las cuales son detectables a partir 

de los 15 días de gestación, la Hb Gower I (ζ2 ε2), Hb Gower II (α2 ε2) (Huehns et al., 

1961; Hecht et al., 1966, Gale et al., 1979) y la Hb Portland (ζ2 γ2) (Kaltsoya et al., 
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1966; Capp et al., 1967, Todd et al., 1970; Weatherall y Clegg, 1970) en proporciones 

de un 42, 24 y 21%, respectivamente; éstas se sintetizan hasta aproximadamente 40 días, 

cuando empieza la síntesis de la hemoglobina fetal (α2 γ2). Paralelamente a la reducción 

de estas cadenas globinas, se produce un aumento de la síntesis de la hemoglobina fetal 

(Hb F) que predomina durante la vida fetal y representa más de un 90% de la 

hemoglobina total.  

La hemoglobina A (Hb A) es la mayor fracción de la Hb en los adultos 

representando un 97-98% de la hemoglobina total. Está formada por dos cadenas alfa y 

dos cadenas beta (α2 β2) globinas unidas al grupo hemo; en menor proporción se 

encuentra la hemoglobina A2 (Hb A2) formada por dos cadenas alfa y dos cadenas delta 

(α2 δ2), con un porcentaje de 1,8 a 3% de la hemoglobina total. El cambio de Hb F a Hb 

A ocurre en el periodo perinatal, alcanzando luego valores entre 0,3 y 1,2% (Kunkel y 

Wallenius, 1955). 

El estudio de las hemoglobinas ha contribuido sustancialmente al conocimiento de 

los principios básicos  de la genética y ha permitido detectar e identificar  mutaciones en 

los genes que codifican para las cadenas globinas de las hemoglobinas. Estas  

alteraciones dan origen a los desórdenes genéticos hereditarios más comunes que afectan 

al hombre, como son las hemoglobinopatías, entre las que destacan, las variantes 

estructurales, las cuales son producidas por una alteración en la composición química en 

una de las cadenas globinas, las talasemias, causadas por mutaciones que producen 

alteraciones cuantitativas en la síntesis de la hemoglobina (Orkin y Kazazian, 1984; 

Steinberg, 1993; Weatherall y Clegg, 1996) y la persistencia hereditaria de la 

hemoglobina fetal. Genéticamente las talasemias son clasificadas de acuerdo a la cadena 

cuya síntesis es alterada en α, β, γ, δβ, εγδβ talasemia (Weatherall y Clegg, 1970; 

Kazazian, 1990).  

Se ha estimado que aproximadamente el 7% de la población mundial es portadora 

de distintos desórdenes hereditarios de la hemoglobina, la β talasemia es una de las 
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enfermedades genéticas más comunes y se estima que aproximadamente existen 80 

millones de portadores de esta enfermedad a nivel mundial (Capellini et al., 2007). 

La β talasemia es un grupo de anemias  congénitas que resultan de mutaciones 

ocurridas en el bloque de genes β globina, localizado en el brazo corto del cromosoma 

11. Existen dos variedades principales de β talasemia, la β0 talasemia, en la cual no hay 

producción de cadenas β, y la  β+ talasemia, en la cual, algunas cadenas β son producidas 

pero en niveles más bajos de los normales (Weatherall y Clegg, 2001). 

En 1925, Thomas Cooley y Pearl Lee describieron por primera vez la β talasemia 

como una forma de anemia severa caracterizada por microcitosis, hipocromía y anemia 

hemolítica congénita, producto de una variedad de defectos moleculares que interfieren 

en la síntesis normal de cadenas β globina, esta patología se encontró en niños de origen 

italiano asociada a esplenomegalia y cambios característicos en los huesos. 

Desde el punto de vista molecular la beta talasemia es causada en un 95% por 

mutaciones puntuales dentro o en las inmediaciones del gen beta globina y en un 5% por 

deleciones, afectando la transcripción del gen, el procesamiento del ARNm y la 

traducción (Navaratnam et al., 2000). 

Las mutaciones que afectan la transcripción del gen son simples cambios 

nucleotídicos en las secuencias conservadas de la región promotora, provocando la 

reducción de un 10 a 25% de la  producción del ARN mensajero, expresando un 

fenotipo leve de beta talasemia. 

El procesamiento del ARNm involucra la remoción de los intrones y la unión de 

las regiones codificantes para producir una molécula de ARNm funcional. Las 

mutaciones de mayor interés funcional son las que afectan el procesamiento del ARNm, 

las cuales pueden resultar en un fenotipo β0 o β+ talasemia, dependiendo de la secuencia 

mutada. Entre las mutaciones que afectan el procesamiento del ARNm se tienen las 

mutaciones que afectan los dinucleótidos no variables GT en el extremo 5´ (donante) y 

AG en el extremo 3´ (aceptor), en los sitios de “splicing”, mutaciones que afectan las 
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secuencias concenso, mutaciones que afectan sitios críticos de “splicing” en los intrones 

y las mutaciones que afectan sitios críticos de “splicing” en los exones (Breathnach y 

Chombon, 1981). 

Las que afectan el proceso de traducción son clasificadas como mutaciones sin 

sentidos, que introducen un codón stop, y las mutaciones del tipo frameshift, que 

modifican el marco de lectura de la molécula de ARN 

Se han descrito cinco mutaciones que afectan el codón de iniciación del proceso de 

traducción del ARN, de las cuales todas producen β0 talasemia. Estas son simples 

sustituciones de bases, una afecta el primer nucleótido (A), dos afectan el segundo 

nucleótido (T) y dos afectan el tercer nucleótido del codón de iniciación ATG (Jankovic 

et al., 1990; Lam et al., 1990; Hattori et al., 1991; Soba et al., 1992; Ohba et al., 1997). 

Solo 14 deleciones que afectan al gen beta globina han sido descritas, aunque son 

poco comunes, la caracterización de estas deleciones han permitido conocer los 

mecanismos de expresión de los genes del bloque β. Existen deleciones que varían en 

tamaño del fragmento, desde 290 pb hasta 60 kb, de éstas, la más común es la deleción 

de 619 pb, es frecuente en India y Pakistan, donde se localizan aproximadamente el 20% 

de los alelos mutantes causantes de la β talasemia. En el mundo existen otras deleciones 

que remueven parte del extremo 5’ del bloque β dejando el gen β globina intacto, lo que 

resulta en un fenotipo de β talasemia (Thein et al., 1984; Varawalla et al., 1991).   

Kunkel et al. (1957), encontraron que los individuos portadores de la β talasemia 

se caracterizan por presentar un incremento en los niveles de   hemoglobina A2  
mostrando valores entre 3,5% y 6,5%, esto se ha convertido en uno de los principales 

carácteres de diagnóstico de estos trastornos, aunque se ha observado que los niveles de 

A2 en Venezuela pueden estar aumentados en presencia de anemia megaloblástica, 

paludismo, hemoglobina S, hepatitis viral, embarazo, esferocitosis hereditaria y en 

algunos casos por esquistosomiasis intestinal (Arends, 1962). 
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La β talasemia presenta tres formas clínicas, la β talasemia mayor, la β talasemia 

intermedia y la β talasemia menor, que están definidas de acuerdo a la severidad clínica, 

y se corresponde con el número de alteraciones en los genes, por lo que es considerada 

una enfermedad heterogénea a nivel molecular. La β talasemia mayor se caracteriza por 

una anemia severa transfusión dependiente, lesiones orgánicas secundarias, eritropoyesis 

inefectiva que resulta en una expansión de la médula ocasionando una progresiva 

esplenomegalia y malformaciones óseas (Gratwick et al., 1978; Rioja et al., 1990).  

La β talasemia intermedia se caracteriza porque los pacientes presentan anemia 

moderada con requerimiento de transfusiones en algunos casos, en otros casos no 

necesitan transfusiones sanguíneas y en la β talasemia menor los individuos son 

asintomáticos pero con deformaciones en los glóbulos rojos (Evans et al., 2003). La β 

talasemia se ha observado asociada a las variantes de hemoglobinas S y C. En este 

sentido Weatherall y Clegg (1981), propusieron tres clasificaciones fenotípicas para 

catalogar a los pacientes doble heterocigotos Hb S - β talasemia y Hb C - β talasemia, de 

acuerdo al porcentaje de hemoglobina A presente. Así se tienen tres tipos: uno el doble 

heterocigoto Hb S (C) -β+ talasemia tipo 1 cuando los pacientes producen Hb A en un 5-

15%, el segundo es Hb S (C) -β+ talasemia tipo 2 cuando los pacientes producen Hb A 

en un 15-30% y tercer tipo el Hb S (C) -β0 talasemia cuando los pacientes no producen 

Hb A. 

La β talasemia es una enfermedad que está distribuida principalmente  en regiones 

del mundo donde la malaria es o fue una vez endémica y afecta especialmente a 

personas del Mediterráneo, Oeste de África, Islas del Pacifico y Sureste de Asia. Es 

extremadamente heterogénea desde el punto de vista molecular y a nivel mundial se 

conocen alrededor de 200 mutaciones puntuales y 14 delecciones causantes de este 

desorden (Weatherall y Clegg, 1996; Orkin y Kazazian, 1984). Las mutaciones 

puntuales causantes de la β talasemia más comunes en el Mediterráneo son la IVSI-

1(G/A), CD39 (C/T), IVSI-6 (T/C), IVSI-110 (G/A), IVSII-745 (C/G), CD8/9 (+G), 

CD8 (-AA), IVSII-1 (G/A), IVSI-5 (G/A) (Amselen et al., 1988; Di Marzo et al., 1988; 
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Pirastu et al.,1988; Villegas et al., 2001; Talmaci et al., 2004). Las mutaciones más 

frecuentes  en el continente Africano son las -29 (A/G), -88 (C/A) (C/T), CD24 (T/A), 

IVSII-849 (A/G) y en el continente asiático la IVSI-5 (G/C), CD41/42 (-TCTT), IVSI-1 

(G/C), CD8/9 (+G), CD15 (G/A), la delección de 619 pb 3’, CD16 (-C) y la IVSII-654 

(C/T), (Varawalla et al., 1991; Bashyam et al., 2004).  

En países como Grecia e Italia existe una alta prevalencia de esta patología, en 

regiones de Italia como Sardinia se alcanza un 13%, en la región delta del Rió Po cerca 

de Ferrara se encuentra en un 8%, mientras que en Sicilia se refleja con un 5,9% (Cao et 

al., 1996; Barrai et al., 1984; Schiliro et al., 1995). 

Schiliro (1987) y Pepe et al. (1992), encontraron una incidencia de 3 a 9% en 

India, por otra parte Stamatoyannopoulos y Fessas (1964) realizaron estudios en las islas 

Corfu y Serifos (Grecia), encontrando una proporción de 6 a 19%. Posteriormente, 

Schizas et al. (1977) estimaron que la frecuencia de esta enfermedad en Grecia era de 

7%. 

En Sao Paulo, la frecuencia β talasémica alcanza un 3% (Bonini  et al., 2004; 

Mendes et al., 2004). En Norte América, Pierce et al. (1977) reportan que esta 

enfermedad alcanza una frecuencia de 1,4%, este mismo valor fue observado en 

Venezuela por Arends (1984) localizándolo en poblaciones mestizas, negroides y 

caucasoides.  

Es importante destacar que los estudios sobre β talasemia en Venezuela eran 

realizados mediante análisis clínico y fenotípico (Arends, 1971a). En  estudios 

realizados por Bravo-Urquiola et al. (2006), usando las técnicas de biología molecular 

reverse dot-blot (Maggio et al., 1993) y amplificación refractaria de sistemas de 

mutaciones (Newton et al., 1989; Old et al., 1990) reportaron que la mutación mas 

frecuente en nuestra población es la CD39 (C/T), seguida por la IVSI-1(G/A), la  IVSI-

6(T/C) y la IVSI-110(G/A), todas de origen mediterráneo, pero debido a la 

heterogeneidad molecular de este trastorno, existen muchos casos cuyas mutaciones no 
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han sido posible identificar por las técnicas usadas por estos autores, por lo que es 

importante el uso de técnicas de estudio masivo de detección de mutaciones como la 

electrofóresis en gel con gradiente desnaturalizante DGGE. 

Para esta investigación se propuso la utilización de la técnica de electroforesis en 

gel con un gradiente de desnaturalización (DGGE), la cual es un método electroforético 

que permite identificar cambios de una única base en un segmento de ADN, en el cual la 

doble hebra es sometida a condiciones de  desnaturalización formada por un gradiente 

incrementado linealmente por dos agentes desnaturalizante como la formamida y urea. 

El gen β globina fue dividido en seis fragmentos, cada uno de estos alcanza una 

temperatura específica para cada secuencia y la presencia de una mutación alterará el 

perfil de unión/disociación de ese fragmento de ADN mutado con respecto a un 

fragmento de secuencia normal (Talmaci et al., 2004). 

No se han reportado en el país estudios sobre la aplicación de la técnica de DGGE 

en este tipo de investigación, de allí que la realización del mismo es un aporte al 

conocimiento genético de la distribución de las diferentes mutaciones β talasémicas en 

nuestra población. Además, la identificación del tipo de mutación en cada paciente, a 

temprana edad, resulta una ventaja, porque conociendo el genotipo se puede predecir el 

fenotipo en cada caso y de esta manera proporcionar un consejo genético adecuado a 

cada paciente y sus familiares. La presente investigación tiene por finalidad la 

caracterización molecular de mutaciones en el gen β globina que causan β-talasemia en 

pacientes del Laboratorio de Investigación de Hemoglobinas Anormales (LIHA).  



 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Área de estudio 

Las muestras de sangre fueron obtenidas de los pacientes  referidos al Laboratorio 

de Investigación de Hemoglobinas Anormales ubicado en el Hospital Clínico 

Universitario de Caracas e Instituto Anatómico José Izquierdo, Universidad Central de 

Venezuela.  

Recolección de muestras 

Para la recolección de muestras, se les suministró a los pacientes  evaluados un 

consentimiento previa información (CPI) bajo el formato establecido por el código de 

bioética de FONACIT para la participación en el estudio. 

 Se recolectaron 5 ml de sangre periférica por cada paciente, los cuales se 

obtuvieron de acuerdo a las técnicas rutinarias de laboratorio, utilizando sal sódica al 

10% (EDTA) como anticoagulante. Las muestras de sangre fueron tomadas por un 

profesional en el área de la salud. 

Cromatografía Líquida de Alta Precisión (HPLC-CE) (Tan et al., 1990)  

La cuantificación de las hemoglobinas A, A2 y F se realizó mediante la técnica de 

HPLC-CE, utilizando el sistema automatizado VARIANT Hemoglobin testing system 

(Bio-Rad). Este sistema consta de cinco programas, de los cuales uno de ellos, el 

programa β-Thalassemia Short, es capaz de determinar los porcentajes relativos de las 

hemoglobinas A, A2 y F; además este programa cuenta con ventanas adicionales para la 

identificación de variantes hemoglobínicas como la Hb S, Hb C y Hb D. 

Las muestras se prepararon mezclando 5 μl de sangre total en 1 ml de solución 

hemolizante (dispuesta por Bio-Rad), con la ayuda de un Autodilutor (Bio-Rad). Cada 
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muestra fue cubierta con parafilm y mezclada por inversión. Posteriormente se 

colocaron dentro del VARIANT junto con una serie de reactivos, los cuales fueron 

procesados por el equipo al inicio de cada corrida.  

Estos reactivos son: un “primer” encargado de acondicionar la columna (4,5 x 30 

mm, suministrada por Bio-Rad) para el análisis, un calibrador de las hemoglobinas A2 y 

F, y dos controles, uno normal y otro anormal, diseñados para monitorear la precisión de 

la cuantificación automatizada. 

Cada una de las muestras se incorporó, de manera automática y secuencial, a un 

gradiente pre-programado de dos buffer de fosfato de sodio de diferente fuerza iónica a 

intervalos de 6,5 minutos una vez dentro del gradiente, las muestras fueron transportadas 

a través de la columna, donde cada una se separó en sus componentes individuales. 

Las fracciones eluídas pasaron luego por un filtro fotométrico de doble longitud de 

onda (415 y 690 nm), el cual monitoreó la elusión por medio de la detección de cambios 

en la absorbancia a 415 nm. El filtro secundario de       690 nm, se encargó de corregir el 

efecto causado por la mezcla de los buffer con diferente fuerza iónica. Los cambios en la 

absorbancia fueron mostrados en un cromatograma de absorbancia versus tiempo. 

Las hemoglobinas se identificaron mediante la comparación de sus tiempos de 

retención pre-programados para la variedad de hemoglobinas. 

Separación de glóbulos blancos mediante centrifugación en gradiente de densidad 

(Mongini y Waldner, 1996). 

Este método se utilizó para la separación de células mononucleares a partir de 

sangre  periférica. Para ello se empleó el reactivo Ficoll-Hypaque. 

El Ficoll es un polisacárido que produce la aglutinación de los eritrocitos logrando 

que éstos sedimenten más rápidamente, el Hypaque es una sustancia densa que, diluida 

apropiadamente, confiere a la mezcla la densidad requerida para la separación. 
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Esta técnica ofrece una separación por densidad en bandas o zonas entre los 

glóbulos blancos y los glóbulos rojos, para ello se añade 3 ml de Ficoll - Hypaque (100 

ml Ficoll 400: 5,7 g diatrizoato de sodio, 9 g edetato de calcio disódico en agua, 

Pharmacia Biotech) por cada 5 ml de la muestra de sangre tratando de no mezclar, y 

centrifugando a 3 000 g/ 30 min. Se transfirió la interfase de linfocitos, lavándose con 

buffer TE pH 7,5 (10 mmol·l-1 Tris-HCl, 2 mmol·l-1 EDTA) y se resuspendieron con el 

vortex. Posteriormente se centrifugó a 3 000 g/10 min y se descartó el sobrenadante, 

(este procedimiento se repitió dos veces) una vez realizado el lavado se resuspendieron 

las células en 1 ml de buffer TE y se guardaron en un vial eppendorf a -20 oC. 

Extracción de ADN genómico 

Con el fin de establecer un método eficiente de extracción de ADN, adecuado a las 

necesidades del laboratorio, se emplearon dos protocolos de extracción, de manera de 

obtener un ADN de alta pureza y óptima cantidad así como libre de enzimas para 

prevenir la degradación. Se empleó el método de Miller et al. (1988) y el protocolo de 

Welsh y Bunce (1999).  

Protocolo de extracción de Miller  et al. (1988). 

Se resuspendió el paquete de glóbulos blancos en buffer de lisis de glóbulos 

blancos pH 8 (0,4 mol·l-1 de NaCl, 10 mmol·l-1 Tris-HCl), posteriormente el lisado 

celular se incubó durante toda la noche a 37 °C con 0,2 ml de SDS al 10% y 10 µl de 

una solución de proteinasa K. Se añadió 1 ml de NaCl saturado (6 mol·l-1), se agitó 

rigurosamente por 15 seg y se centrifugó a    2 500 g durante 15 min. El sobrenadante 

(que contenía el ADN) se transfirió a otro tubo de 15 ml al cual se le agregó 2 ml de 

etanol absoluto a temperatura ambiente y se agitó por inversión varias veces hasta que el 

ADN precipitó. Posteriormente el ADN es hidratado con buffer TE a pH 7,5. 
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 Protocolo de extracción de Welsh y Bunce (1999). 

Este método es una modificación del método propuesto por Miller et al. (1988) 

donde se suprime la digestión con proteinasa K y se añade una extracción con 

cloroformo.  

Una vez obtenido el paquete de glóbulos blancos, se le agregó 9 ml de buffer de 

lisis de glóbulos rojos (RCLB) (0,144 mol·l-1 de cloruro de amonio, 1 mol·l-1 de 

bicarbonato de sodio), se mezcló por inversión varias veces, se dejó reposar para luego 

congelar a -20oC por 30 minutos. Posteriormente, se descongeló y se centrifugó a 3 000 

g/15 min.  

Se descartó el sobrenadante, se lavó el precipitado con 2 ml de RCLB y se 

centrifugó a 3 000 g/15 min. Se descartó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió 

en 600 μl de buffer de lisis de glóbulos blancos y dodecil sulfato de sodio (NLB+SDS) 

(0,4 mol·l-1 de NaCl, 10 mmol·l-1 Tris-HCl pH 8,2, 2 mmol·l-1 de EDTA disódico) luego 

se transfirió a un vial eppendorf, el cual se dejó incubando a 56oC durante toda la noche 

para disolver el precipitado. 

Una vez disuelto el paquete de glóbulos blancos se le adicionó 100 μl de NaCl 6 

mol·l-1 y se mezcló con el vortex, posteriormente se le agregó 600 μl de cloroformo para 

desnaturalizar las proteínas, se agitó con el vortex hasta formar una emulsión lechosa 

para centrifugar nuevamente a 3 000 g/15 min.  

Se tomó la fase acuosa, y se transfirió a un nuevo vial (si la fase acuosa se observó 

turbia, se agregó nuevamente 600 μl de cloroformo para desnaturalizar las proteínas que 

pudiesen estar presentes).  

Se le adicionó 1 ml de etanol 100% (frío) y se agitó por inversión suavemente 

hasta observar la aparición de una malla de ADN, se incubó por 30 minutos a -20oC y 

posteriormente se centrifugó a 12 000 g/ 5 min, descartándose el alcohol por inversión y 

añadiendo 1 ml de etanol 70% (frío), para luego centrifugar a 12 000 g/5 min. Se 

11 



 

eliminó el alcohol y se dejó secar el tubo colocándolo invertido sobre un papel 

absorbente por 30 min.  

Una vez seco el pellet de ADN, se le añadió 100 μl de agua ultra pura y se incubó 

por 15 min a 65oC. El ADN se almacenó por periodos cortos de tiempo a 4oC y a -2oC 

por periodos prolongados.  

Cuantificación del ADN 

La electroforesis es una técnica analítica de separación de macromoléculas, la cual 

se fundamenta en la movilidad diferencial de las macromoléculas cargadas cuando son 

sometidas a un campo eléctrico como consecuencia de su relación carga/masa.  

La cuantificación del ADN se realizó en un gel de agarosa al 2%. Se pesaron 0,8 g 

de agarosa y se disolvieron en 40 ml de buffer TAE 1X (0,8 mmol·l-1 Tris-Acido 

Acético, 0,02 mmol·l-1 EDTA pH 7,5), se coloreó con bromuro de etidio (10mg. ml-1) y 

se agregó en el molde.  

Se tomaron 3 μl de la muestra de ADN y se mezcló con 1,5 μl de buffer de carga. 

La corrida electroforética se realizó a 150V por 15 min. Posteriormente el gel de agarosa 

se observó en una lámpara de luz UV, donde se fotografió y se evidenció el recorrido del 

ADN. 

Se usó un marcador de masa molecular de concentración conocida (Low DNA 

Mass Ladder) mezclado con un buffer de carga en una proporción 4:1, el tamaño y los 

ng de ADN de las muestras se estimaron por comparación con las bandas del marcador 

comprendidas entre 100 pb (5 ng) hasta 2000 pb (100 ng). 

Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE)  
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Es un método electroforético diseñado por Myers et al. (1987), utilizado para 

identificar cambios de bases en la secuencia del ADN de doble cadena a través del gel 

con concentraciones crecientes de  agentes desnaturalizantes.  

Durante la migración en el gel, cada uno de los fragmentos alcanza una 

temperatura de disociación denominada temperatura de melting que es específica de la 

secuencia. El ADN se disocia parcialmente en un punto determinado del gradiente, 

creando moléculas ramificadas, que permitan diferenciar un fragmento de ADN mutado 

con respecto a la secuencia normal. La disociación parcial del ADN mutado reduce su 

movilidad en un gel de poliacrilamida.  

Puesto que la temperatura de disociación es específica de cada secuencia, la 

presencia de una mutación alterará el perfil de unión/disociación de ese fragmento de 

ADN mutado respecto al mismo fragmento normal provocando la visualización de 

bandas diferentes (homodúplex mutantes o heterodúplex). El fragmento mutado tendrá 

cambios en la movilidad respecto del ADN normal. 

La corrida electroforética fue llevada a cabo en un gel de poliacrilamida al 6,5% a 

una temperatura uniforme de 60oC, 160 voltios y un gradiente de desnaturalización 

formado por la urea y la formamida (100% de desnaturalización: 7 mol·l-1 de úrea, 40% 

de formamida) incrementando linealmente desde 30-80% para los fragmentos A, B, y C, 

y desde 10-60% para los fragmentos D, F y G. La urea y la formamida son compuestos 

polares compiten en la formación de enlaces de hidrógenos con los grupos amino y 

carbonilo propios de las bases, facilitando así la ruptura de sus apareamientos y la 

consiguiente separación de las hebras (Luque y Herraez, 2002). 

Finalizada la corrida electroforética, el gel fue teñido con de bromuro de etidio (10 

mg.ml-1) y observado en un transiluminador de luz ultravioleta. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)  
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El gen beta globina fue amplificado por PCR siguiendo el protocolo de Ghanem et 

al. (1992). La amplificación del gen se realizó desde la posición -238 hasta la +1666, 

incluyendo el sitio de poliadenilación. Para ello el gen fue dividido en seis fragmentos 

denominados como A, B, C, D, F y G, utilizándose para cada fragmento un par de 

oligonucleótidos específicos, de los cuales uno de ellos posee en su extremo 5’ una cola 

de GC, necesaria para aumentar la temperatura de disociación de la hebra de ADN de 

cada fragmento. 

La reacción de PCR se llevó a cabo para un volumen final de 50 μl, a la cual se le 

añadió buffer GoTaq flexi 1X (50 mmol·l-1 KCl, 10 mmol·l-1 Tris-HCl pH 8,3; 100 

μg.ml-1 gelatina), cloruro de magnesio (MgCl2) 3 mmol·l-1, dNTP’S 0,4 mmol·l-1, 10 

pmol.μl-1 de cada oligonucleótido, Taq polimerasa GoTaq flexi 1,25 U y 100 ng de 

ADN. 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador (Perkin-Elmer 2400) bajo 

las siguientes condiciones: desnaturalización a 94oC por 1 min e hibridación a 50 – 55oC 

por 1 min, de acuerdo al fragmento estudiado, seguido de 30 ciclos consecutivos de 

desnaturalización a 94oC por 1 min e hibridación a 50 – 55oC por 1 min y extensión a 

72oC por 2 min, con un periodo de extensión final de 72oC por 5 min. 

Una vez finalizada la PCR, las muestras fueron corridas electroforéticamente en un 

gel de agarosa al 1,6%, a 150 voltios por 15 minutos y posteriormente el gel fue teñido 

con bromuro de etidio (10 mg.ml-1) y visualizado en luz ultravioleta. 

El gen beta globina humano presenta cinco secuencias nucleotídicas que varían de 

un individuo a otro. Estos polimorfismos, considerados neutrales son llamados 

frameworks por algunos autores, por lo tanto, deben ser reconocidos e interpretados 

antes de determinar la presencia de mutaciones en el gen por DGGE. 

De los cinco polimorfismos reconocidos, tres de éstos (IVSII-16, IVSII-74, IVSII-

81) están localizados en el fragmento G; el framework 1 presenta las bases C, G, C; el 

framework 2 presenta las bases C, T, C; el framework 3 presenta las bases G, T, T y el 
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framework 3a las bases G, T, C (Tabla Nº 1). Estas diferencias permiten una mejor 

caracterización y visualización de las bandas correspondientes al perfil migratorio de 

cada framework. Los fragmentos B, C y D contienen cada uno un sitio polimórfico 

(codón 2 C/T, IVSII-16, y IVSII-666 respectivamente). La secuencia de los 

oligonucleótidos empleados para la amplificación de cada fragmento del gen β globina y 

el tiempo de corrida necesario para cada uno son descritos en la tabla  2. 

 
Tabla 1. Composición nucleotídica que define los polimorfismos neutrales del gen β-
globina. (Según Ghanem et al., 1992) 
 
 

Fragmentos de DGGE:  

 CODON 2 IVSII-16 IVSII-74 IVSII-81 IVSII-666 

Framework 1 C C G C T 

Framework 2 C C T C T 

Framework 3 T G T T C 

Framework 3a T G T C C 

B: Codón 2; C: IVSII – 16; G: IVSII - 16, 74, 81; D: IVSII-666  
 
 

Tabla 2. Secuencias de oligonucleótidos para la amplificación del gen β globina. (Según 
Ghanem et al., 1992) 
 

Frag Secuencia de Oligonucleótidos Pb Hr 

A A1: 5’-TTTAGTGCAATTTGTACTGA-3’ 
A2: 5’-GCCCTGGCTCCTGCCCTCCC-3’+ 40 GC 242 6 

B B1: 5’ -CAGGAGCAGGGAGGGCAGGA-3’+ 40 GC 
B2: 5’ -GTCTCCACATGCCCAGTTTC-3’ 307 6 

C C1: 5’ -GGTTTCTGATAGGCACTGAC-3’+ 60GC 
C2: 5’ -CCTATTGACATGAACTTAACC-3’ 404 8 

D D1: 5’ -CTAATCTCTTTCTTTGATT-3’ 
D2: 5’ -TGGACAGCAAGAAAGCGAGC-3’+ 45 GC 483 8 

F E1: 5’ -GGTTGGGATAAGGCTGGATT-3’ 
F: 5’ -CACTGACCTCCCACATTCCC-3’ 404 8 

G G1: 5’ - CTGGGCATGTGGAGACAGAG-3’+ 40 GC 
G2: 5’ -CACTGATGCAATCATTCGTC-3’ 474 7 
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PCR para secuenciación de ADN  genómico 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 50 μl, a la cual se le 

añadió buffer GoTaq flexi 1X (50 mmol·l-1 KCl, 10 mmol·l-1 Tris-HCl pH 8,3, 100 

μg.ml-1 gelatina), cloruro de magnesio (MgCl2) 2,5 mmol·l-1, dNTP’S 0,25 mmol·l-1, 10 

pmol.μl-1 de cada oligonucleótidos, Cl1 (sentido) 5’-CACTGATGCAATCATTCGTC-3’ 

y PCO3 (antisentido) 5’-GCTGAGGGTTTGAAGTCCAA-3’, que abarcan desde la 

posición -238 hasta la +621), Taq polimerasa goTaq flexi 1,25 U y 100 ng de ADN 

(Trabuchet et al.,1991). 

La reacción de PCR se realizó bajo las siguientes condiciones: desnaturalización a 

940C por 1 min e hibridación a 50 – 55oC por 1 min, de acuerdo al fragmento estudiado, 

seguido de 30 ciclos consecutivos de desnaturalización a 94oC por 1 min, hibridación a 

50 – 55oC por 1 min y extensión a 72oC por 2 min, con un periodo de extensión final de 

72oC por 5 min. 

Posteriormente, las muestras fueron purificadas aplicando el protocolo  PCR 

Cleanup Column Kit de Maxim Biotech. Para ello, se mezclaron 3 volúmenes del buffer 

de unión de membrana con 1 volumen de producto de PCR, se agitó y se agregó 1 

volumen de Isopropanol, luego se mezcló por inversión durante 5 min. Se transfirió la 

mezcla a la columna rotatoria dentro de un tubo de microcentrífuga de 2 ml y se 

centrifugó por 1 min a 10 000 g. 

Se transfirió la columna a un tubo de microcentrífuga nuevo y se agregó 500 μl de 

buffer de lavado, se centrifugó por 1 min a 10 000 g. Se transfirió la columna a un tubo 

de centrifuga de 1,5 ml y se le agregó 60 μl de buffer de elusión,  se dejó reposar por 1 

min y se centrifugó por un min a 10 000 g  

Se usó un marcador de masa molecular (Low DNA Mass Ladder) mezclado con un 

buffer de carga en una proporción 4:1, los ng y concentración de ADN de las muestras 

se estimaron por comparación con las bandas del marcador. 
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Secuenciación automática de ADN genómico 

Las muestras fueron secuenciadas en un equipo automatizado ABI Prism 377, 

utilizando el método de terminación de cadena de Sanger et al. (1977). Este 

procedimiento se realizó en el Centro de Secuenciación de Ácidos Nucleicos (CeSAAN) 

del Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC). 



 

RESULTADOS 

Estandarización de la extracción de ADN genómico 

La extracción de ácidos nucleicos constituye la primera etapa de la mayoría de los 

estudios de biología molecular y de todas las técnicas de recombinación de ADN. Antes 

de implementar un método de extracción específico a cada una de las muestras, se 

aplicaron dos técnicas de aislamiento para obtener un ADN puro y en gran cantidad. 

Entre las técnicas aplicadas estuvieron el método de “salting out” propuesto por Miller 

(1988) (fig. 2A) y el método de extracción de Welsh y Bunce (1999) (fig. 2B). 

 

    A                                                      B  
Figura 2. A.- Electroforésis de ADN genómico extraído con el método de Salting Out, 
Miller (1988). B.- Electroforésis de ADN genómico extraído con el método de Welsh y 
Bunce (1999). 

Diagnóstico de hemoglobinopatías 

Un total de 871 pacientes referidos por problemas de anemia al Laboratorio de 

Investigación de hemoglobinas Anormales del Hospital Universitario de Caracas fueron 

estudiados empleando la técnica de cromatografía líquida de alta precisión de 

intercambio catiónico (HPLC-CE) utilizando el programa β Thal Short, de los cuales el 

48% de los casos fueron diagnosticados con hemoglobinopatías y el 52% restantes 

presentaron Hb A, por lo que se infiere que el cuadro anémico en éstos era debido a 
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otras causas. La hemoglobinopatía encontrada en mayor proporción en este estudio fue 

la variante estructural S, la β talasemia fue hallada en segundo lugar  (Figura 3).  
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Figura 3. Frecuencia de hemoglobinopatías detectadas por HPLC-CE en pacientes 
referidos al Laboratorio de Investigación de Hemoglobinas Anormales. 

El diagnóstico de la β talasemia se realizó tomando en cuenta el porcentaje de Hb 

A, Hb A2, Hb F y los parámetros hematológicos, encontrando 54 pacientes que cumplían 

con estos criterios. 

De los 54 pacientes no relacionados, a 36 de ellos se les realizó el análisis 

molecular para definir el espectro de mutaciones por DGGE y secuenciación de ADN 

genómico, y 18 pacientes β talasémicos se estudiaron para definir el catálogo para las 

mutaciones -88 (C/T), CD39 (C/T) y IVSI-110 (A/G).  

De los 36 pacientes estudiados para definir el espectro de mutaciones, 29 eran 

portadores de un cuadro de β talasemia menor, un paciente presentó β talasemia 

intermedia y seis pacientes presentaban asociación de la hemoglobina S con la β 

talasemia (Tabla 3).  
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Tabla 3. Frecuencia de los distintos tipos de beta talasemia detectadas por HPLC-CE 

Diagnóstico Número de Pacientes Frecuencia 

β Talasemia Menor 29 80,5 
β Talasemia Intermedia 1 2,8 
Hb S- β Talasemia tipo I 2 5,6 

Hb S-  β Talasemia tipo II 4 11,1 

       Total                                                  36                             100,00% 
 

Para el estudio por DGGE, el gen β globina, fue dividido en seis fragmentos de 

manera de localizar la mutación dentro del gen. 

Los patrones electroforéticos obtenidos por DGGE en 36 pacientes no relacionados 

son mostrados en las figuras  4, 5, 6, 7, 8 y 9.  En cuatro pacientes se localizó la 

mutación en el fragmento A, en siete pacientes en el fragmento B, en 9 pacientes en el 

fragmento C, en tres pacientes en el fragmento D, en 1 paciente en el fragmento F, en 

dos casos el análisis sugiere la presencia de una deleción, diez pacientes aún presentan 

análisis incompleto del gen β globina por DGGE.  

El gen β globina humano normalmente presenta secuencias polimórficas llamadas 

framework. Cinco posiciones específicas han sido mapeadas, definiendo cuatro 

frameworks: 1 (Fr 1), 2 (Fr 2), 3 (Fr 3), 4 (Fr 3a). Para determinar el framework del gen 

β globina, las muestras fueron primero amplificadas mediante la técnica de PCR, 

utilizando los oligonucleótidos G1 y G2, los cuales generan un fragmento que incluye 

tres de los cinco polimorfismos (nt 16, 74 y 81 de la IVS-II). 

Las secuencias polimórficas obtenidas en cada uno de los pacientes estudiados 

fueron tomadas como referencia para el posterior análisis del correspondiente patrón 

electroforético generado por los fragmentos  B, C, y D debido a que cada uno de ellos 

contienen alguno de los sitio polimórficos que definen estos frameworks (codón 2 C/T, 
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IVS2 nt 16 C/G, IVS2 nt 666 T/C, respectivamente. Las secuencias polimórficas 

obtenidas en cada uno de los pacientes estudiados fueron tomadas como referencia para 

el posterior estudio del gen β globina por secuenciación automatizada de ADN 

genómico (Tabla 4). 

 

 Análisis del gen β globina por DGGE 
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Figura 4. Patrones electroforéticos mostrando la combinación de los polimorfismos del 
ADN en el fragmento G de los pacientes analizados por DGGE. Líneas 1 y 4: pacientes 
mostrando un frente de corrida 1/1, Línea 2: paciente mostrando un frente de corrida 
2/3a, Línea 3: paciente mostrando un frente de corrida 1/3. Líneas 5 y 6: pacientes 
mostrando un frente de corrida 1/2,  
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Figura 5. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento A de pacientes analizados 
por DGGE. Líneas 1, 2, 4 y 5: ADN homodúplex de pacientes analizados en el 
fragmento A. Línea 3: ADN heterodúplex de un paciente mostrando la presencia de una 
mutación. 
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Figura 6. Patrones electroforéticos del ADN  en el fragmento B de pacientes analizados 
por DGGE. Líneas 1, 2, 3: ADN homodúplex de pacientes analizados en el fragmento B. 
Líneas 4 y 5: ADN heterodúplex de pacientes analizados por DGGE en el fragmento B. 
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Figura 7. Patrones electroforéticos del ADN  en el fragmento C de pacientes analizados 
por DGGE. Líneas 1, 4, y 5. ADN homodúplex de pacientes analizados en el fragmento 
C. Línea 3. ADN heterodúplex de un paciente analizado por DGGE. 
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Figura 8. Patrones electroforéticos del ADN en el fragmento D de pacientes analizados 
por DGGE. Línea 1: ADN Heterodúplex de un paciente analizado en el fragmento D. 
Líneas 2, 3, 4, y 5: ADN homodúplex de pacientes analizados en el fragmento D por 
DGGE. 
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Figura 9. Patrones electroforéticos del ADN  en el fragmento F de pacientes analizados 
por DGGE. Líneas 1, 2, 4 y 5: ADN homodúplex de pacientes analizados en el 
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fragmento F. Línea 3: ADN heterodúplex de un paciente mostrando la presencia de una 
mutación. 
 
En la tabla 4 se muestra el análisis de los resultados obtenidos por DGGE en los 12 
pacientes no relacionados a los cuales se les detectó la mutación presente. 
 
Tabla 4. Análisis de los resultados obtenidos por DGGE en pacientes no relacionados. 
Los patrones anormales observados permiten la localización de la mutación para ser 
identificadas por secuenciación automática de ADN genómico. 
 
Muestras DGGE G DGGE A DGGE B DGGE C DGGE D Secuenciar 
78782 2/2 1 banda Homod Heterod Homod C 
78304 1/1 1 banda Homod Heterod Homod C 
79561 1/3a Heterod Heterod ----------- ---------- A 
79969 1/1 1 banda Homod Heterod Heterod C 
76489 2/2 Heterod Homod Homod --------- A 
76492 2/3 Heterod Heterod Homod Homod A 
80240 1/2 1 banda heterod Homod Homod B 
80272 1/1 1 banda Homod Heterod Homod C 
81132 1/3a 1 banda Heterod Heterod Homod D 
81179 2/3a 1 banda Homod ---------- ---------- B 
80974 1/2 Heterod Heterod Homod Homod A 
79747 1/2 -------- Heterod Heterod Heterod C 
*Homo: Homodúplex        *Hetero: Heterodúplex 
 
 

Identificación de mutaciones por secuenciación de ADN genómico. 

En el análisis de los esferogramas obtenidos por secuenciación automática de ADN 
genómico, se evidencia la presencia de las mutaciones -86 (G/C), IVSII-1 (G/T), IVSI-
110 (G/A), IVSI-5 (G/A) en 12 pacientes no relacionados (Figuras 10, 11, 12,13 y 14). 
 

 
 

B

 
 
 
 

A  
 

Figura 10. Esferogramas del análisis de secuencias del gen β globina donde se muestra la 
presencia de la mutación -86 (G/C). La flecha indica la heterocigocidad para la 
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sustitución G   C en la posición -86 del gen β globina. (A) cadena sentido (B) cadena 
antisentido. 
 
 
 

 
 
Figura 11. Esferogramas del análisis de secuencias del gen β globina del paciente uno, se 
muestra la presencia de la mutación IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad 
para la sustitución G    T en la posición IVSII-1 del gen β globina. (A) cadena sentido 
(B) cadena antisentido. 

A B

 
 
 

 
 
A B 

Figura 12. Esferogramas del análisis de secuencias del gen β globina del paciente dos, se 
muestra la presencia de la mutación IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad 
para la sustitución G    T en la posición IVSII-1 del gen β globina. (A) cadena sentido 
(B) cadena antisentido. 
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Figura 13. Esferogramas del análisis de secuencias del gen β globina del paciente tres, se 
muestra la presencia de la mutación IVSII-1 (G/T). La flecha indica la heterocigocidad 
para la sustitución G  T en la posición IVSII-1 del gen β globina. (A) cadena sentido (B) 
cadena antisentido. 

B 

B 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Esferogramas del análisis de secuencias del gen β globina donde se muestra la 
presencia de la mutación IVSI-110 (G/A). La flecha indica la heterocigocidad para la 
sustitución G   A en la posición IVSI-110 (G/A) del gen β globina. (A) cadena sentido 
(B) cadena antisentido. 

A

A 
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Figura 15. Esferograma del análisis de secuencias del gen β globina donde se muestra la 
presencia de la mutación IVSI-5 (G/A). La flecha indica la heterocigocidad para la 
sustitución G   A  en la posición IVSI-5 del gen β globina. 
 
Tabla 5. Mutaciones, tipos, origen y frameworks estudiados por DGGE y secuenciación 
automatizada de ADN genómico en pacientes no relacionados. 
 
 

 

Muestras Framework Mutaciones Tipo Origen 
79561 1/3a -88 (C/T) β+ Africano 
76489 2/2 -86 (G/C) β+ Asiático 
76492 2/3 -86 (G/C) β+ Asiático 
80974 1/2 -86 (G/C) β+ Asiático 
80240 1/2 IVSI-5 (G/A) β+ Mediterráneo 
80272 1/1 IVSI-110 (G/A) β+ Mediterráneo 
78304 1/1 IVSI-110 (G/A) β+ Mediterráneo 
79969 1/1 IVSI-110 (G/A) β+ Mediterráneo 
78782 2/2 IVSII-1 (G/T) βo Africano 
79747 1/2 IVSII-1 (G/T) βo Africano 
81132 1/3a IVSII-849 (A/G) βo Africano 
81179 2/3a CD 39 (C/T) βo Mediterráneo 

En 12 pacientes no relacionados se logró identificar mutaciones por secuenciación 

automatizada de ADN genómico. Las mutaciones fueron la -88 (C/T) en un paciente, la -

86 (G/C) en tres pacientes, la IVSI-5 (G/A) en un paciente, la IVSI-110 (G/A) en tres 

pacientes, la IVSII-I (G/T) en cuatro pacientes, de los cuales tres están relacionados (Fig 

11, 12, 13); la CD 39 (C/T) en un paciente y la IVSII-849(A/G) también en un paciente 

(tabla 5). 
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La mutación IVSII-1 (G/T) se encontró en estado doble heterocigoto Hb S-βo 

talasemia, esta misma mutación también se encontró en estado heterocigoto en la hija de 

la paciente y en una hermana con diagnóstico Hb S-βo talasemia. Es la primera vez que 

se reporta esta mutación β talasémica en nuestro país, por ello la importancia de realizar 

el estudio familiar (figura 12, 13,14). 

En los pacientes estudiados se identificaron siete mutaciones puntuales distintas, 

de las cuales tres mutaciones  son de origen Africano, tres mutaciones de origen 

Mediterráneo y una de origen Asiático (tabla 8). Las mutaciones más frecuentes fueron 

la -86 (G/C) y la IVSI-110 (G/A), seguida de la mutación   IVSII-1 (G/T), existen 

pacientes que aún permanecen en estudio pero ya han sido ubicadas las zonas dentro del 

gen donde se encuentra la mutación (tabla 6). 

Tabla 6. Frecuencia de las mutaciones β talasémicas en pacientes no relacionados. 
 

 

Mutaciones No. Alelos Frecuencia (%) 
-86 (G/C) 3 8,3 
-88 (C/T) 1 2,8 
IVSI-5 (G/A) 1 2,8 
IVSI-110 (G/A) 3 8,3 
IVSII-1 (G/T) 2 5,6 
IVSII-849 (A/G) 1 2,8 
CD 39 (C/T) 
No Identificados 

1 
24 

2,8 
66,6 

Total 36 100 

 
En la tabla 7 se detallan los porcentajes de las diferentes hemoglobinas detectadas por 

HPLC-CE, de acuerdo al genotipo y al tipo de mutación presente. 
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Tabla 7. Porcentajes de hemoglobinas  en pacientes con beta talasemia en pacientes 
relacionados 

 

Genotipo Hb A (%) Hb A2 (%) Hb F (%) Hb S (%) 
-88 (C/T)/N 78.9 5.7 6.6  
-86 (G/C)/N 82 5.9 1.5  
-86 (G/C)/N 83.8 6.3 1.6  
-86 (G/C)/Hb S 20.3 6.7 3.8 66.2 
IVSI-5 (G/A)/N 81.6 4.4 1.4  
IVSI-110 (G/A)/N 79.4 4.4 2.4  
IVSI-110 (G/A)/N 76.9 4.7 7.4  
IVSI-110 (G/A)/N 78.6 4.7 8  
IVSII-1 (G/T)/N 78.6 4.7 8  
IVSII-1 (G/T)/Hb S 2.0 7 6.8 83.4 
IVSII-1 (G/T)/N 85.2 5.9 1.1  
IVSII-849 (A/G)/N 82.6 6 1  
CD 39 (C/T)/N 83.3 6.1 1.2  

Las mutaciones causantes de la β talasemia identificadas en este estudio afectan los 

procesos de transcripción, procesamiento y traducción del ARN mensajero en cadenas 

globina, lo que impide la expresión correcta del gen β globina. Entre las mutaciones que 

afectan el proceso de transcripción se encuentran la -86 (G/C) y la -88 (C/T). Entre las 

mutaciones que afectan el procesamiento del ARN mensajero están las mutaciones 

localizadas en el primer y segundo intrón del gen β globina: IVSI-5 (G/A); IVSI-110 

(G/A); IVSII-1 (G/T); IVSII-849 (A/G). Entre las mutaciones que afectan el proceso de 

traducción del ARN mensajero destaca la mutación CD 39 (C/T), la cual introduce un 

codón de terminación para la traducción del ARN mensajero (tabla 8 y figura 16). 

En la figura 16 se ilustra la localización de las mutaciones encontradas en este 

estudio. Las mutaciones -86 (G/C) y -88 (C/T) afectan la región promotora del gen β 

globina; las mutaciones IVSI-5 (G/A), IVSI-110 (G/A) afectan el primer intrón del gen; 

las mutaciones IVSII-1 (G/T) y la IVSII 849 (A/G) afectan el segundo intrón del gen; la 

mutación CD 39 (C/T) afecta el segundo exón. 
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                        EX 1     IVS 1     EX 2                               IVS 2                            EX 3                                            

-86 (G/C) 
IVSI-110 (G/A) 

IVSI-5 (G/A) IVSII-1 (G/T) 

CD 39 (C/T) IVSII-849 (A/G) 

-88 (C/T) 

 
Figura 16. Localización esquemática de las mutaciones del gen β globina encontradas en 
este estudio. 
 
 
Tabla 8. Clasificación de las mutaciones β talasémicas identificadas en este estudio 
según su clase, tipo y origen. 
 

Mutaciones Tipo Origen 
Mutaciones que afectan el proceso de transcripción:   
-88 (C/T) β+ Africano 
-86 (G/C) β+ Asiático 
Mutaciones que afectan el procesamiento del ARN:   
Mutaciones en los sitios de corte y empalme   
IVSI-5(G/A) β+ Mediterráneo 
IVSI-110(G/A) β+ Mediterráneo 
IVSII-1(G/T) β0 Africano 
IVSII-849(A/G) β0 Africano 
Mutaciones que afectan el proceso de traducción:   
Mutaciones sin sentido   
CD 39 (C/T) β0 Mediterráneo 
 
 

Determinación del catálogo para las mutaciones CD39(C/T), IVSI-110 (G/A) y -88 

(C/T). 
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El catálogo de mutaciones se realizó para determinar la asociación de cada una de 

las mutaciones estudiadas con un Framework específico; donde el perfil de migración 

dependerá de la combinación polimórfica presente. Los patrones electroforéticos para 

cada mutación estudiada son presentados en las tablas 9, 10 y 11.  

31 



 

Tabla 9. Perfil de migración obtenido por DGGE en pacientes con la mutación CD 39 
(C/T). 
 

COD HPLC DGGE G DGGE A DGGE B DGGE C DGGE D DGGE F 
80274 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
80997 AA2 2/3a Homo Hetero Hetero ---------- Homo 
80390 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
80684 AA2 1/2 Homo Homo Hetero Homo Homo 
80261 AA2F 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
89383 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
*Homo: Homodúplex 
*Hetero: Heterodúplex 
 

Los patrones electroforéticos obtenidos de los seis pacientes talasémicos 

diagnosticados con la mutación CD 39 (C/T) muestran que un 66,6% presentan 

asociación con el patrón de migración electroforético 1/1, un 16,6% presentan una 

asociación con el patrón de migración electroforético 1/2 y un 16,6% muestra una 

asociación al patrón de migración electroforético 2/3a. 

 
Tabla 10. Perfil de migración obtenido por DGGE en pacientes con la mutación IVSI-
110 (G/A). 
 

*Homo: Homodúplex 

COD HPLC DGGE G DGGE A DGGE B DGGE C DGGE D DGGE F 
79969 AFA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
80272 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
76115 AFA2 1/2 Homo Homo Hetero Hetero Homo 
76089 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
76071 AFA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 
76091 AA2 1/1 Homo Homo Hetero Homo Homo 

*Hetero: Heterodúplex 
 

Los patrones electroforéticos obtenidos de los seis pacientes talasémicos 

diagnosticados con la mutación IVSI-110 (G/A) muestran que un 83,3% presentan 

asociación con el patrón de migración electroforético 1/1 y un 16,7% muestran 

asociación con el patrón de migración electroforético 1/2.  
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Tabla 11. Perfil de migración obtenido por DGGE en pacientes con la mutación -
88(C/T) analizados por DGGE. 
 
COD HPLC DGGE G DGGE A DGGE B DGGE C DGGE D DGGE F 
78816 AA2 2/2 Hetero Homo Homo Homo Homo 
77362 AFA2 2/3a Hetero Hetero ---------- Hetero Homo 
81066 AA2 1/2 Hetero Homo Homo Homo Homo 
77307 AFA2 2/3a Hetero Hetero Hetero Hetero Homo 
79327 AFA2 2/3a Homo Hetero Hetero Hetero Homo 
80342 AA2 1/2 Hetero Homo Homo Homo Homo 

*Homo: Homodúplex 
*Hetero: Heterodúplex 
 

Los patrones electroforéticos obtenidos de los seis pacientes talasémicos 

diagnosticados con la mutación -88 (C/T) muestran que un 50% mostraron asociación 

con el patrón de migración electroforético 2/3a., un 33,3% muestran una asociación con 

el patrón de migración electroforético 1/2 y un 16,6% con el patrón de migración 

electroforético 2/2. 

 



 

DISCUSIÓN 

La primera etapa de este estudio consistió en la estandarización de un protocolo de 

extracción del ácido desoxirribonucléico genómico con el fin de obtener una solución de 

ADN de concentración y pureza óptima para el estudio por biología molecular. Para ello, 

se estandarizaron dos protocolos, el protocolo  de “salting out” propuesto por  Miller et 

al. (1988), y el otro fue una modificación del “salting out” (Welsh y Bunce, 1999). Este 

último fue el método seleccionado, donde la proteinasa K fue sustituida por una serie de 

lavados con cloroformo, para provocar un choque hidrofóbico con la posterior 

naturalización de las proteínas. Este método es sencillo, práctico, económico y permite 

obtener una gran cantidad de ADN de alta pureza y rendimiento en poco tiempo (Celaya, 

2008).  

La extracción se hizo a partir de leucocitos de sangre periférica y se empleó un 

procedimiento de lisis idóneo que consistió en un equilibrio de técnicas que fueron lo 

suficientemente suaves para preservar el ácido nucleico protegiéndolo de la degradación, 

pero lo suficientemente fuertes para romper la membrana celular y nuclear. 

Uno de los obstáculos encontrados al extraer el ADN fue lograr una eficaz 

desproteinización celular e impedir la degradación. Por otro lado, la desventaja de 

utilizar solventes orgánicos potencialmente tóxicos como el fenol e isoamilcloroformo 

radica en la utilización de condiciones de máxima seguridad durante la extracción.  

Estudio molecular de la β talasemia 

Estudios a nivel molecular han permitido dilucidar el origen y formas de 

transmisión de algunas enfermedades de origen genético entre las que se pueden 

mencionar las talasemias, con el fin de ofrecer un diagnóstico, tratamiento y formas de 

prevención a cada una de las personas que resulten con esta patología. 

La β talasemia es un grupo de alteraciones congénitas de carácter autosómico 

recesivo extremadamente heterogéneas desde el punto de vista clínico, hematológico y 

genético, observadas principalmente en personas de origen mediterráneo, Africano, 

Asiático y en sus descendientes; es caracterizada por una reducción total o parcial de la 
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síntesis de una o más subunidades β de la molécula de hemoglobina. Esta reducción 

varía en cada paciente lo que hace a la β talasemia clínica y molecularmente compleja, la 

predicción del fenotipo a partir del genotipo ha proporcionado importantes aportes para 

el consejo genético y diagnóstico prenatal, así como el establecimiento del tratamiento 

apropiado. 

Clínicamente, los pacientes β talasémicos cursan con anemia, microcitosis, 

hipocromía y en algunos casos niveles elevados de hemoglobina A2 y hemoglobina fetal, 

por lo que la determinación de los niveles de estos parámetros se ha convertido en la 

forma más idónea para su diagnóstico. Los pacientes estudiados en la presente 

investigación presentaron niveles de hemoglobina A2 entre 4,4 – 7,2%, a excepción de 

un paciente cuyo valor de hemoglobina A2 estaban dentro del rango normal. Sus 

síntomas pueden variar desde un individuo asintomático con anemia leve, hasta aquel 

con debilidad, cansancio, palidez e ictericia. Existen otras manifestaciones clínicas que 

dependen de la severidad de la enfermedad, como lo son las deformaciones óseas en 

individuos con talasemia mayor (Weatherall y Clegg, 1996). 

La fisiopatología de la β talasemia básicamente está relacionada con la 

disminución de la síntesis de las cadenas β de la hemoglobina y la precipitación de 

cadenas α en forma de inclusiones que dañan la membrana eritrocitaria provocando 

eritropoyesis inefectiva y la lisis de los glóbulos rojos, característica principal de esta 

enfermedad (Weatherall y Clegg, 2001), dando como resultado eritrocitos pequeños y 

pálidos, por lo que la detección de esta enfermedad desde el punto de vista clínico está 

basada generalmente en la determinación de los valores del volumen corpuscular medio 

(VCM) y de la concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM). 

La disminución de la síntesis de las cadenas de globina puede variar expresando 

distintos síntomas β talasémicos; se han propuestos varios mecanismos patofisiológicos 

entre los que destacan una disminución o producción anormal del ARN mensajero con 

una o más sustituciones en los codones provocando un retraso en la iniciación, 
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elongación o terminación disminuyendo así la transcripción de la nueva cadena β 

globina. 

En la β talasemia, las mutaciones se dan en distintas zonas del gen, afectando 

distintos procesos durante la síntesis de la proteína. Es regionalmente específica, 

producida en un 95% por mutaciones puntuales; aproximadamente 200 mutaciones 

puntuales distintas a nivel mundial han sido descritas y 14 deleciones causantes de este 

trastorno con un espectro específico en cada región (Rahimi et al., 2006). 

Las talasemias se describieron en Venezuela en 1957, tanto en italianos residentes 

(Romer, 1958) como en la población nativa (Arends, 1960). En estudios de más de 

cuatro décadas, Arends (1962, 1963, 1969, 1971b), Arends et al. (1987, 1990), y Arends 

et al. (1998, 2000) demostraron que la α y β talasemia menor estaban asociadas a las 

hemoglobinas S y C, y a la esferocitosis hereditaria. Esto fue encontrado en familias con 

ancestros de origen italiano, francés y español, así como también en familias nativas, 

producto de la mezcla de los tres troncos raciales: indígenas, africanos y caucásicos con 

una frecuencia beta talasémica estimada en 1,4% (Arends, 1984).  

La frecuencia β talasémica en poblaciones indígenas, de origen africano y mestizas 

reportada por Arends, (1984) fue de 1,4%. La frecuencia encontrada en este estudio fue 

de 1,8%, obtenida empleando el HPLC-CE como herramienta de estudio de variantes 

hemoglobínicas y β talasemia. La ventaja de este método en comparación con los 

métodos convencionales de electroforesis de hemoglobina radica en poder separar y 

cuantificar las diferentes fracciones de hemoglobinas normales y anormales así como la 

cuantificación de Hb A2 , realizada anteriormente por cromatografía en micro-columna, 

además, permite diferenciar la Hb A2 de la Hb C, obteniendo un patrón de resolución 

completamente diferente. Con el método convencional de electroforesis a pH alcalino, 

estas hemoglobinas migran en la misma posición, dificultando un diagnóstico acertado 

acerca de la β talasemia presente y su asociación con otras hemoglobinopatías, por lo 

que era imposible la clasificación de los pacientes doble heterocigoto Hb S-β Tal de 

acuerdo a los niveles de Hb A.  
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En estudios realizados por Bravo et al. (2008), aplicando distintas técnicas de 

biología molecular, como la ARMS-PCR (oligonucleótidos alelo específico) (Fortina et 

al., 1992; Old et  al. 1990), Reverse Dot blot (sondas alelo-específicos) (Maggio et al., 

1993), análisis con enzimas de restricción, entre otras, encontraron que las mutaciones 

beta talasémicas más frecuentes en Venezuela fueron la CD 39 (C/T) 35,1%, la IVS1-1 

(G/A) 11,5%, la IVSI-6 (T/C) con 6,9% y la IVS1-110 (G/A) 6,9%, todas éstas de 

origen mediterráneo y las mutaciones de origen africano, la IVSII-849 (A/G) 6,9%, -29 

(A/G) 5,3%, -88 (C/T) 5,3%.  

Sin embargo, debido a que esta enfermedad es muy diversa a nivel molecular con 

una continua aparición de alelos poco frecuentes, se aplicó una estrategia de estudios 

para la detección de mutaciones como las técnicas de electroforesis en gel con gradiente 

desnaturalizante (DGGE) que está basada en la separación de la doble cadena del ADN 

mediante un gradiente desnaturalización proporcionando diferencias migratorias entre 

moléculas con secuencias distintas, complementada con la secuenciación de ADN 

genómico para la identificación de polimorfismos y mutaciones β talasémicas en el gen 

beta globina. 

La técnica de DGGE tiene la ventaja de detectar cambios de bases en la molécula 

de ADN, siendo una de las más confiables para ser aplicada en este campo de la 

investigación. Esta ha sido aplicada exitosamente en China, norte de Europa, Sardinia y 

en poblaciones del Mediterráneo (Cai y Kan, 1990; Loosekot et al., 1990; Rosatelli et 

al., 1992). 

Por medio de la técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante y 

secuenciación automatizada de ADN genómico se logró la detección e identificación de 

las mutaciones de origen africano -86 (G/C), encontrándose en un 8,3%, la mutación -88 

(C/T) representando, un 2,8% del total de mutaciones encontradas. Estas mutaciones 

afectan el proceso de transcripción del gen beta globina. También se encontraron 

mutaciones de origen mediterráneo, la IVSI-5 (G/A) con un 2,8%, la IVSI-110 (G/A) 

con 8,3%, la IVSII-1(G/T) con 5,6%, la IVSII-849 (G/A) con 2,8%, todas estas 
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mutaciones afectan el procesamiento del ARNm; la CD 39 (C/T) se encontró en un 2,8% 

de los casos, esta mutación introduce un codón de terminación y afecta el proceso de 

traducción del ARN. Todas estas mutaciones fueron descritas anteriormente por otros 

autores en países europeos y el continente africano. 

La mayoría de la población venezolana es producto de la mezcla de indígenas, 

colonos españoles y esclavos africanos, pero con la posterior contribución de 

inmigrantes italianos, españoles y portugueses, la población se ha vuelto multirracial. 

Algunos navíos de esclavos vinieron directamente de África a Venezuela y más tarde los 

esclavos fueron traídos como consecuencia de transacciones lícitas comerciales con las 

Antillas, para servir en la agricultura y trabajos mineros. También llegaron esclavos 

fugitivos provenientes de Curazao y Trinidad que permanecieron libres en la selva, eran 

muy agresivos y eran llamados “negros cimarrones”, quienes más tarde formaron 

comunidades aisladas que aún hoy en día se encuentran en las montañas. Igualmente, 

durante el tiempo de la esclavitud proliferó en Venezuela el tráfico ilegal de africanos a 

tierra firme (Acosta-Saignes, 1967). 

No se ha demostrado que los síndromes talasémicos tengan algún origen en 

poblaciones Sudamericanas, por lo que esta heterogeneidad molecular observada en la 

población Venezolana está íntimamente ligada a la colonización, donde los españoles y 

los negros africanos fueron los dos grupos inmigratorios más importantes en la 

conformación de la población venezolana después del descubrimiento, conquista y 

colonización; intensificándose la presencia de estos últimos con el desarrollo creciente 

de las plantaciones de cacao en las zonas costeras introduciendo en el país las variantes 

hemoglobínicas S y C, las cuales son francamente patológicas. La variante S se 

encuentra en alto porcentaje, en algunas poblaciones aisladas mostrando un patrón de 

distribución ligado al desplazamiento de las poblaciones dentro del país; se ha estimado 

su frecuencia hasta un 19% en algunas poblaciones de origen africano (Arends et al., 

1978; Arends, 1971a; Salazar-Lugo, 2004). 
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La β talasemia puede estar asociada frecuentemente a variantes hemoglobínicas 

como la S y la C. En este sentido, Arends et al. (1998) observaron un gran número de 

pacientes doble heterocigotos Hb S-β talasemia en la población venezolana, 

determinando la presencia de los tres fenotipos propuestos por Weatherall et al. (1981), 

dependiendo del porcentaje de hemoglobina A presente, Hb S-β talasemia tipo I cuando 

se encuentra porcentajes de Hb A en rangos de 10-15%, Hb S-β talasemia tipo II cuando 

se hallaba la hemoglobina A en valores de 15-30% y el Hb S-β0 talasemia donde no hay 

producción de Hb A, presentando mayor severidad de la enfermedad debido a la 

presencia de grandes cantidades de Hb S, lo que conduce a la aparición del fenómeno de 

siclemia.   

La variabilidad clínica de los pacientes Hb S-β talasemia puede estar determinada, 

en parte, por el tipo de mutación β talasémica presente ya que existen mutaciones 

supresoras (βo) y mutaciones que disminuyen la síntesis de las de cadenas β globina (β+), 

de allí la importancia de determinar el tipo de mutación β talasémica presente en cada 

caso. En este estudio se encontró que aproximadamente el 66,6% de los pacientes Hb S-

β talasémicos fueron clasificados dentro del grupo de los S β+ talasemia tipo II y un 

33,4% fueron del tipo S β+  talasemia tipo I.  

En uno de los pacientes catalogados como Hb S-β talasemia tipo II se determinó 

que la mutación β talasémica que presentaba era la -86 (G/C), dicha mutación es de tipo 

β+, localizada en el nucleótido -86 relativo con el sitio CAP ubicado en la región 

promotora afectando el proceso de transcripción del gen beta globina disminuyendo la 

unión de factores de transcripción, lo que provoca niveles bajos de Hb A cuando se 

encuentra asociada a la variante estructural S. Esta mutación es de origen 

asiático y su mayor frecuencia ha sido reportada en el Líbano y Tailandia en 

0,24% (Thein, et al., 1990). 

Por otra parte, la expresión clínica de los pacientes doble heterocigotos Hb S-β 

talasemia está también relacionada con la expresión de los genes γ globina que producen 

un incremento en los niveles de la hemoglobina fetal presente (Schiliro et al., 1995). En 
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este estudio se observó un amplio rango de niveles de Hb F en los grupos de pacientes 

Hb S β talasemia encontrándose los niveles más elevados en los pacientes 

diagnosticados como S-β talasemia tipo I. 

La mutación -88 (C/T) es de tipo β+ y afecta el nucleótido -88 relacionado de igual 

forma con el sitio CAP ubicado en la región promotora, disminuyendo la tasa de 

transcripción del gen beta globina, ya que disminuye la unión de los factores de 

transcripción (Orkin et al., 1984; González Redondo et al., 1988). En el fenotipo del 

heterocigoto se evidencia los típicos rasgos talasémicos, mientras que la condición del 

individuo homocigoto es caracterizada por una relativa talasemia intermedia. Los altos 

valores de hemoglobina A2 y hemoglobina F reflejan la inadecuada unión de los factores 

de transcripción a la región promotora del gen beta globina.  

Los niveles de hemoglobina A observados en pacientes con Hb S- β talasemia 

depende de la mutación β talasémica presente. La mayoría de las personas con 

ascendencia africana presentan las mutaciones en la región promotora causando una leve 

reducción en la producción de las cadenas beta globina, asociada a niveles de 

hemoglobina A en un 20% (González-Redondo et al., 1988).  

La mutación IVSI-5 (G/A) es de tipo β+ y afecta el proceso de corte y empalme del 

ARN, generando defectos en el sitio 5’. Está encontrada en el subcontinente Indio, 

siendo la mutación con más prevalencia alrededor de Pakistán e India y su distribución 

varía de manera radical de un país a otro. En españoles se ha reportado una frecuencia de 

0,93%, en poblaciones de Algeria en un 0,90% al igual que en Tunisia (Lapouméroulie 

et al., 1986).  

La mutación IVSI-110 (G/A) es de tipo β+ y afecta el proceso de corte empalme, 

generando defectos en el sitio 3’ del donante. Provoca la reducción de hasta un 90% de 

la síntesis de la cadena β globina, requiriéndose transfusiones periódicas a los pacientes 

homocigotos. En países como Grecia, Turquía y Macedonia se ha reportado esta 

mutación con más de un 42% del total de alelos talasémicos.  
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La mutación IVSII-1 (G/T) es de tipo β0, fue reportada por Giordano 

(comunicación personal, 2007), hallándola asociada a la mutación -88 (C/T) en una niña 

de 13 años de Surinam. En este estudio se reporta el hallazgo de esta mutación en la 

población venezolana, fue diagnosticada en cuatro pacientes, de los cuales tres estaban 

relacionados. En dos de estos pacientes en estado heterocigoto y en dos pacientes se 

encontró asociada a la variante estructural S, provocando un fenotipo de Hb S-β 

talasemia tipo 0.  

La mutación IVSII-849 (A/G) es de tipo β0, en personas de raza negra con β 

talasemia es hallada en el 2,34% de los casos, esta mutación ocurre en uno de los 

dinucleótidos invariables AG necesario para el empalme correcto del ARN mensajero, al 

ser suprimido este proceso no existe producción de un ARN normal (Antonarakis et al., 

1984). 

La mutación CD39 (C/T) esta localizada en el codón 39 del segundo exón del gen 

β globina, es del tipo βo y afecta el proceso de traducción del ARNm introduciendo un 

codón de terminación produciendo una proteína no funcional. Estudios realizados en 

Italia por Rosatelli (1992) indican que esta mutación representa el 95,7% del total de las 

mutaciones causantes de β talasemia en este país.  

El perfil migratorio obtenido en cada uno de los pacientes para las distintas 

mutaciones estudiadas en el catálogo de mutaciones varía de acuerdo al polimorfismo 

presente. Es de esperarse que en pacientes con la misma mutación, y presenten igual 

polimorfismo, mantengan similares perfiles de migración en el fragmento del gen 

estudiado. 

No todas las mutaciones poseen un polimorfismo específico, la mutación -88 (C/T) 

está asociada con el framework 1 en poblaciones mediterráneas, al framework 3a en 

poblaciones asiáticas y al framework 2 en poblaciones Africanas (Losekoot et al., 1992). 

En esta ocasión, como era de esperarse, la mutación -88 (C/T) se encontró asociada 

al framework 2, debido a que es una mutación de origen africano, confirmando, una vez 
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más, que la población venezolana tiene un alto componente africano en su pool de 

genes. 

La mutación IVSI-110 (G/A) se observa asociada al framework 1, tal como lo 

señalan estudios realizados por Moreira et al. (1997), quien mediante secuenciación 

automatizada de 225 cromosomas de individuos de ascendencia mediterránea, demostró 

la correlación entre de la mutación IVSI-110 con este polimorfismo. 

La mutación CD39 (C/T) se observa asociada al framework 1 y en algunos casos al 

framework 3, tal como lo señalan estudios realizados por Moreira et al. (1997), quien 

mediante secuenciación automatizada de 225 cromosomas de individuos de ascendencia 

mediterránea, demostró la correlación entre la mutación CD 39 y los frameworks 1 y 3. 

La combinación de la PCR con subsecuentes técnicas analíticas como la 

electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante, han probado ser particularmente 

útiles en la detección de mutaciones responsables de enfermedades genéticas. Estas 

técnicas son utilizadas para determinar el área del gen en la cual está localizada la 

mutación, la misma región que subsecuente será amplificada y secuenciada. 

Los resultados obtenidos permiten concluir que la electroforesis en gel con 

gradiente desnaturalizante (DGGE) es un método apropiado para la separación de 

cadenas de ADN que difieren de pequeños cambios nucleotídicos permitiendo la 

detección de la mutación en el gen beta globina humano. La localización de las 

mutaciones dentro del gen β globina evita la secuenciación del gen en todos los casos, 

además, permite el análisis simultáneo de varios fragmentos  con el fin de que en pocas 

corridas electroforéticas se estudie el gen en completo.  

Además de las aplicaciones directas para la detección de mutaciones puntuales 

responsables de enfermedades genéticas, la DGGE también ha  proporcionado grandes 

avances en estudios genéticos relacionados con el diagnóstico de enfermedades 

genéticas.  

El costo de los análisis moleculares es relativamente elevado y por esto, las 

estrategias de detección de las mutaciones deben ser establecidas de acuerdo a cada país. 

Por esta razón, es recomendable hacer un estudio inicial de mutaciones básicas (las más 

frecuentes) en los pacientes de una población, y de resultar negativo este análisis, se 
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debe proceder al estudio del gen por métodos analíticos como la DGGE y secuenciación 

de ADN genómico. 



 

CONCLUSIONES 

La técnica cromatografía líquida de alta afinidad (HPLC-CE) permite analizar y 

cuantificar simultáneamente las Hb A, Hb A2 y Hb F, así como alguna variante de 

hemoglobina, en una sola preparación, lo cual se traduce en un menor tiempo y mayor 

economía, además, es el único método que permite diferenciar a la Hb A2 de la Hb C, 

obteniendo un patrón de resolución completamente diferente. 

 

Por medio de la DGGE y secuenciación automatizada de ADN genómico se 

detectaron e identificaron siete mutaciones puntuales, tres de origen Africano, tres de 

origen Mediterráneo y una de origen Asiático.  

 

El origen de las mutaciones β talasémicas detectadas en la población Venezolana 

pone una vez más en manifiesto la existencia de los distintos troncos raciales 

encontrados en nuestro país. 

 

Después de la variante estructural estructural S, la β talasemia es la segunda 

hemoglobinopatía con más frecuencia en Venezuela. 

 

En este estudio aproximadamente el 6% de los paciente Hb S-β talasemia 

pertenecian al grupo de los S-β talasemia tipo I y un 12 % fueron de tipo S-β talasemia 

tipo II. 

 

La variabilidad clínica de los pacientes talasémicos y la de los pacientes asociados 

a variantes estructurales depende del tipo de mutación β talasémica. 

 

En la población venezolana, la mutación -88 (C/T) está asociada al perfil de 

migración electroforético 2, poniendo de manifiesto nuestra ascendencia africana. 

 

44 
 



 

45 

La mutación CD 39 (C/T) se halla asociada al perfil de migración electroforético 

1. 

 

La mutación IVSI-110 (G/A) está asociada al perfil de migración electroforética 1. 

 

La combinación de la DGGE con la secuenciación de ADN genómico forman una 

de las herramientas más confiables para el diagnóstico de mutaciones causantes de β 

talasemia. 
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