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ABSTRACT: La anemia depranocitica es una enfermedad hereditaria causada por variantes de hemoglobina siendo una de ellas la
hemoglobina C (HbC). Esta variante de hemoglobina tiene una alta frecuencia en dreas donde prevalece la malaria (zonas costeras),
debido a que el genotipo heterocigoto le confiere una accion protectora contra la infecciéon de malaria. Regularmente existe una
predominancia de la poblacidn afrodescendientes en estas zonas. Segun reportes del DANE, Cali (ciudad mas importante del sur
occidente colombiano) tiene la tasa de migracion anual mas alta entre las ciudades mas importantes de Colombia y la mayor con-
centracion de su poblacién, es afrodescendiente. El objetivo de este trabajo fue establecer la prevalencia de hemoglobina C
mediante caracterizacién molecular (a nivel de ADN) en una poblacion afrodescendiente vinculada a la Universidad del Valle (sede
Cali, Campus Meléndez). Se analizaron 100 individuos sin condicién clinica visible de hemoglobina C, se realizé el diagndstico mole-
cular de la HbC mediante PCR alelo-especifica y se determind si la poblacién se encontraba en equilibrio Hardy Weinberg. La fre-
cuencia alélica de hemoglobina C fue 1,00 % y la poblaciéon se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg. El genotipo mas frecuente
fue el (AA= con una frecuencia de 98,00%, seguido de (AC) 2,00% y (CC) 0,00%. La frecuencia observada de este alelo puede ser un
reflejo del proceso de mestizaje y ancestria africana predominante (28,60%) de la poblacion Calefia.

Introduccion

La hemoglobina es el transportador de oxigeno en los
glébulos rojos de los vertebrados M. Esta molécula
contiene cuatro subunidades, presentando en el
adulto dos cadenas a y dos cadenas B. cada subunidad
estd compuesta de una cadena polipeptidica, la glo-
bina, grupo prostético, el hemo y un pigmento que
contiene hierro Y. El nombre que recibe cada cadena
polipeptidica es a-globina; contiene 141 aminodcidos;
y B-globina; contiene 146 aminodcidos; estas cadenas
tienen mucha similitud, tanto en la secuencia de ami-
noacidos (estructura primaria) como en su configura-

Figura 1. (A): Estructura de cuaternaria de la hemoglobina. (B) : Amplia-
cién a una subunidad de la hemoglobina, donde se muestran los aminoa-

cién tridimensional (estructura terciaria) . Los genes
que codifican la cadena a son HBA1 y HBA2 ubicados
en el cromosoma 16. El gen que codifica la cadena B
es HBB, ubicado en el cromosoma 11, este gen tiene
una longitud codificante de 1606 nucledtidos ,3 exo-
nesy 2 intronest™

cidos His 92, histidina en rojo ( CsHsN302); enlazado de forma covalente
al hierro del grupo hemo; y Phe 42, fenilalanina en verde, (CsH11NO2); in-
teraccion con el anillo de porfirina del grupo hemo vy por tanto lo man-
tiene de la proteina plegada.l*?

La hemoglobina tiene diferentes variantes, la mayoria
se producen como resultado de mutaciones puntuales
en uno de los genes estructurales de la globina ™. Es-
tas variantes alteran la estructura y las propiedades
bioquimicas de la hemoglobina, ocasionado efectos fi-
sioldgicos que van desde insignificantes hasta graves
(131 Se han descrito mas de 1000 tipos de hemoglobi-
nas humana a través de manifestaciones clinicas y/o
laboratorio. B!, Las variantes estructurales de la hemo-
globina se pueden clasificar en 3 grupos, dependiendo
del fenotipo clinico.



1) Precursoras de anemia hemolitica: La gran
mayoria de hemoglobinas mutantes que cau-
san anemia hemolitica hacen inestable el te-
trdmero de la hemoglobina, sin embargo, dos
de las variantes mas conocidas asociadas con
hemodlisis (deterioro de los gldbulos rojos), he-
moglobina Sy C, no son inestables, estas con-
fieren a las globinas una estructura rigida o
deforme.

2) Mutantes con alteraciéon del transporte de
oxigeno: Estas variantes adquieren una ma-
yor o menor afinidad por el oxigeno, o favore-
cen la formacion de metahemoglobina, la cual
es un tipo de globina que no puede presentar
una oxigenacion reversible, debido a la oxida-
cion que sufre el grupo hierro en la hemoglo-
bina , Fe?* (estado ferroso) a Fe®* (estado fé-
rrico).t4

3) Mutaciones en la region codificante que cau-
san talasemia: Esta reduce total o parcial-
mente la cantidad del polipéptido de la glo-
bina y la tasa de sintesis del mRNA o la pro-
teina. Algunas variantes causan mayor inesta-
bilidad del monémero de hemoglobina, en
comparaciéon con las variantes que causan
anemia hemolitica. !

Dentro del grupo de las anemias hemoliticas, se en-
cuentra la hemoglobina C, la cual es una de las varian-
tes mas comunes de la hemoglobina en la poblacidon
humana®™. Aunque la HbC causa complicaciones clini-
cas leves a moderadas (ictericia, esplenomegalia,
calculos biliares), su diagndstico y asesoramiento ge-
nético es importante en edades pre-reproductivas
para prevenir su herencia y de paso caracterizar otras
hemoglobinopatias!!. Esta enfermedad se hereda en
forma autosémica recesiva (requiere de la copia de los
2 alelos mutantes -uno aportado por cada padre- para
expresarse) y se produce cuando existe una sustitu-
cién de un solo nucledtido (G =9 A) en el gen de la
globina B ubicado en el cromosoma 11, Esta muta-
cion ocasiona reemplazo del acido glutamico
(CsH/NO4)*  cargado negativamente por lisina
(CsH14N203) en la posicidn 6 de esta cadena polipepti-
dica (GAG =9 AAG: B6Glu; Lys) Y. La lisina comienza a
interaccionar en conjunto con otros sitios hidrofébi-
cos (B-Phe gs y B-Leu ss), produciendo una disminucion
de la solubilidad de HbC en los glébulos rojos. Esto fa-

vorece la formacidn de cristales intraeritrocito, un au-
mento en la viscosidad de la sangre y alteracién de la
vida util del eritrocito.

Figura 2. (A) Cristales de COHbC en estado R (geometria bipiramidal trigo-
nal) , obtenidos por un método discontinuo convencional . B) Cristal in-
traeritrociticos de HbC (imagen tomada por microscopia DIC) 6.

El alelo B¢ es frecuente en Africa occidental y en los
descendientes de personas de esa region (alrededor
del 2-3% de los afroamericanos son portadores) .
Adicionalmente se pueden encontrar individuos con
HbC que tienen un alelo S o un alelo de talasemia en
el otro locus de la globina Y. Las personas que son he-
terocigotos compuestos para las mutaciones B¢y B°
(anemia Hb SC) sufren un trastorno hemolitico mas
leve que la anemia falciforme, sin embargo, pueden
desarrollar una complicacion grave, debido a oclusion
vascular. [t
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Figura 3. Distribucion global de encuestas sobre HbC. Puntos verdes y los
trigdngulos naranjas indican encuestas sobre la presencia o ausencia de
HbC en la muestra de poblacién 7

Actualmente Africa occidental reporta las mayores fre-
cuencias genotipicas de HbC en el mundo (superior al
15%) 7). Existe una alta prevalencia que se extiende
por Burkina faso, Ghana, Tongo, Mali, este de Mauri-
tania y sur de Argelia”.. Varios estudios han sugerido
gue HbC protege contra la malaria (enfermedad oca-
sionada por el parasito Plasmodium, el cual es trasmi-
tido por la picadura del mosquito infectado del género
Anopheles ). Esto proporciona una ventaja evolutiva
selectiva en regiones donde la malaria es endémica. "}



Las tendencias migratorias mundiales han cambiado la
epidemiologia de las hemoglobinopatias. Segun el re-
gistro epidemioldgico de la OMS, el 71% de los paises
del mundo sufre de hemoglobinopatia®. Aproximada-
mente el 1,1% de las parejas en todo el mundo tienen
riesgo de tener hijos con una hemoglobinopatia 1.
Esto puede provocar el nacimiento de mas de 300.000
nifios afectados anualmente por una de ellos. %

Existen algunos estudios de HbC realizados en Colom-
bia, ver tabla 11911 Ademas la Clinica Colsanitas SA
(12 realizd un estudio en 2000-2014 en las ciudades
mas importantes del pais (Armenia, Bogota, Cali, Me-

dellin, Cartagena, Barranquilla, Bucaramanga y Villavi-
cencio) mostré una prevalencia de Hb anormal de 1,3
% (n=400/27.889 solo 19,2 % eran de Cali ), siendo la
HbC una de las mas predominantes con un 9% (n= 36
/ 400 individuos con Hb anormal) 2. En el afio 2020
Aguirre et el 3! realizé un estudio en Cali donde Hb
AC resultdé con una frecuencia genotipica del 9,2 %,
importante resaltar que en este uUltimo estudio se tra-
bajé con una muestra seleccionada donde participa-
ron 152 individuos en un rango de edad 7-18 afios y
con sospecha de hemoglobinopatia.*!

Tabla 1. Estudios de prevalencia de HbC en poblacién colombiana desde 1988-201211%v 11, E|S=Electroforesis de isoelectroenfoque, HPLC —IC= Cromatogra-
fia de alta resolucion de intercambio catidnico, EPI= Electroforesis de punto isoeléctrico, EC= Electroforesis capilar

Frecuencia
Estudio Poblacion Aio Total Tipo de , Genotipica
Muestras | metodologia | observada
de Hb AC (%)
San Andrés y
Bernal, et al™ Providencia 1995 544 EPI 2,90
De Bernal, et al [** Buenaventura 2009 399 EPI 5,80
Satizabal , et al [*®! Cali 2010 10000 HPLC-IC 1,30
Restrepo, et al 7] Medellin 2010 2627 HPLC-IC 1,44
Alvear, et al (18 Cartagena 2012 1729 EPI 1,00
Regiones
afrocolombianas
Rosero,et al 1% ( Putumayo, Narifio,
Guajira, San Andrés,
Chocd, Valle del Cauca) | 2012 3244 EIS/EC 1,88
Romero-Sanchez,et al 29 Regién andina
2012 1407 EC 0,50

Es muy importante contar con un registro de hemoglo-
binopatias en la poblacidn, porque permite el diagnds-
tico temprano de la enfermedad y evita un aumento
de morbilidad y mortalidad de los afectados y sobre
todo disminuir riesgos de recurrencia en los familiares
(1091 Adicionalmente, las frecuencias de hemoglobino-
patias tienden a variar en el tiempo, debido a los pro-
cesos de migracion 9, Teniendo en cuenta que Cali
(Valle del cauca) es la ciudad mas importante del su-
roccidente colombiano y tiene la tasa de migracidon

anual mas alta del pais (aproximadamente un 3%) 12,
adicionalmente tiene la mayor concentracién de po-
blacién afrodescendiente en Colombia, y es la se-
gunda en América Latina. 2%

Una de las entidades en Cali que favorece la recurren-
cia de las diferentes grupos étnicos y comunidades
afrodescendientes, es la Universidad del Valle. Te-
niendo en cuenta, que Cali carece de estudios repor-
tados sobre frecuencia de HbC, se propone aportar a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2531137923000020#bib0019
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2531137923000020#bib0019

este registro de hemoglobinopatias, caracterizando la
prevalencia de HbC en una poblacién afrodescen-
diente vinculada la Universidad del Valle (sede Cali -
Campus Meléndez). Esta investigacion tendra el si-
guiente objetivo general: Caracterizar molecular-
mente el gen de la globina beta responsable de la HbC
en la poblacién afrodescendiente vinculada la Univer-
sidad del Valle (sede Cali -Campus Meléndez). Tam-
bién constara de dos objetivos especificos: 1) Determi-
nar la prevalencia de HbC en poblacién afrodescen-
diente vinculada la Universidad del Valle (sede Cali -
Campus Meléndez) y 2) Evaluar el equilibrio Hardy
Weinberg para la variante de HbC en la poblacién afro-
descendiente vinculada la Universidad del Valle (sede
Cali -Campus Meléndez).

Metodologia
Toma de muestra de poblacion estudiada

Se tomaron muestras de sangre periférica (4,00 mL)
por venopuncion en tubos vacutainer con EDTA (acido
etilendianimetetraacético) como antigualente. Se
muestrearon 100 personas que se autorreconocieron
como afrodescendientes, sin condicidn clinica visible
de HbC. La poblacién estaba conformada por ambos
sexos y con un rango de edad de 18 afios a 50 afios.
Las muestras fueron tomadas a poblacion afrodescen-
diente vinculada a la Universidad del Valle (sede Cali,
campus Meléndez). Todos los participantes autoriza-
ron su ingreso al estudio firmando un consentimiento
informado. Este proyecto cuenta con la aprobacién
del comité de ética de la Universidad del Valle (Acta
No. 02-013, codigo 288-012).

Diagndstico molecular para HbC

El ADN se extrajo mediante el método de “salting
out”3, y cuantificado utilizando un nanodrop 2000
(marca Thermo scientific). El diagndstico de HbC se
realizd mediante una prueba PCR alelo-especifica
(Swee Lay Thein, King's College Hospital en Londres,
comunicacion personal). La mezcla de amplificacion
(10,00 pl de volumen): consistié en 50,00 ng de ADN,
tampon Taq 1X, MgCl2 1,50 mM, 0,10 mM de la mez-
cla de los cuatro desoxinucleétidos trifosfato (dANTP’S)
(Fermentas, Vilnius, Lituania), primer control 2,0 uM
( Forward 5'- GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA -
3"y reverse 5'- CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC -
3"), primer mutante 2,0 uM ( Forward 5'- CCA CAG GGC
AGT AAC GGC AGA CTT CTC GTT -3' y reverse 5'- ACC
TCA CCCTGT GGA GCCAC -3') y 0,06 unidades de ADN
polimerasa Taq (Bioline, London,REINO UNIDO)?, Se

realizd la amplificacién con un termociclador Veriti
(Marca Fisher Scientic), el programa de la PCR estan-
darizado consiste en realizar 26 ciclos de la siguiente
manera: desnaturalizacién durante 1 min s a 93 °C, se-
guido de 66 °C durante 1 min; finalmente, una exten-
sién a 72°C por 1 min. Los fragmentos resultantes del
ADN, fueron separados por electroforesis en gel al 8%
de poliacrilamida ((CsHsNO) ) y se examinaron me-
diante tincién con nitrato de plata (AgNOs). Los indivi-
duos homocigotos normales (AA) mostraron una sola
banda de 860 pb, es decir que sus 2 alelos carecen de
la mutacién de HbC. Los heterocigotos afectados (AC)
mostraron dos bandas 860 y 207 pb ?%, debido a que
poseen un alelo Ay C en el cromosoma 11. El homoci-
goto afectado CC debia mostrar una sola banda de 207
pb.

Andlisis de datos

Siguiendo el modelo de Cabrero, H y Camacho ,J.
(2002) 2!, se calcularon las frecuencias genotipicas y
alélicas (Ecuacién 1,2 3). Ademas, se hizo la compara-
cion de las respectivas frecuencias genotipicas obser-
vadas y esperadas (prueba de X?, ecuacidn 4) para de-
terminar si la poblacion estd en equilibrio Hardy Wein-
berg:

F G Individuo con la mutaciéon « 100
T Total de individuos

Ecuacion 1 Calculo de frecuencia observada para el ge-
notipo (AA) y (AC)

AA+0,5 (AC)

A) =
p(A) Total de individuos
Ecuacion 2 Calculo de frecuencia para el alelo (A)

CC+0,5 (AC)

C) =
(0 Total de individuos
Ecuacion 3 Calculo de frecuencia para el alelo (C)

(Fo — Fe)?
X2 =Z—
Fe

Ecuacién 4 Calculo para la distribucién X2, Fo= Fre-
cuencia genotipica observada, Fe= Frecuencia genoti-
pica esperada.



Resultados

Se analizaron un total 100 individuos, el rango de edad
fue de 18-50 afios. En toda la muestra, 98 (98,00%) te-
nia el genotipo AA (sano), 2 (2,00%) tenian AC (rasgo
anormal de la hemoglobina), donde la frecuencia alé-
lica de HbC es 1,00% (tabla 1). La poblaciéon se encon-
tré en equilibrio Hardy-Weinberg, su X?caculado = 0,0102

1 2
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100pb

con un valor de probabilidad; p= 0,9195. La Figura
muestra el resultado del proceso de amplificacion por
medio de PCR alelo-especifica, electroforesis y respec-
tiva revelacién del gel, se exhiben los genotipos (AA)
sanos, (AC) heterogocitogo afectado.

3 4

860pb

260pbh

Figura 4. Gel de poliacrilamida al 8% donde se exhibe lo siguientes: 1) un control negativo- todo el mix de PCR sin ADN- , 2) marcador de peso molecular
100pb, 3) genotipo heterocigoto afectado (AC) , este muestra dos bandas a 207pb y 860pb , 4) genotipos homocigoto sano (AA), este e muestra una banda
a 860pb.

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas, equilibrio Hardy Weinberg de 100 personas afrodescendientes vinculados a la Universidad del Valle (sedes Cali,

campus Meléndez)

. - e aers Frecuencias genotipicas Valor H-W
Frecuencias genotipicas Frecuencia alélica ) ey
esperadas (X?) equilibrio
AA AC CcC Total p (A) q(C) p?*(AA) 2pq(AC) q2(CC)
0,98 0,02 0,00 1,00 0,99 0,01 09801 0,0198 0,0001 0,0102 p=0,9195
Discusién La frecuencia observada de poblacién afrodescen-

En este estudio, las pruebas se realizaron en adultos
de 18 y 50 afios que se autorreconen como personas
afrodescendientes y sin ningln cuadro clinico de HbC.
Se eligié esta poblacion para favorecer la hipdtesis
planteada, la cual se sustenta en que esta poblacién
tiene una probabilidad mayor de portar el rasgo de he-
moglobina C, debido a su ancestria africana predomi-
nante 129,

diente portadora del HbC vinculada a la Universidad
del Valle (sedes Cali, campus Meléndez) es de 2,00%
(tabla 2), esta se encuentra dentro del rango de incer-
tidumbre de la reportada por Satizabal et al en Cali
(2010) con 10000 individuos aleatorios (1,22 + 1,08 %)
(6] También se comparé con el reporte de Aguirre et
al "3 en Cali (2020) con 154 individuos (9,20 + 2,89 %),
la frecuencia encontrada fue inferior, esto se puede
explicar, debido a que este estudio utilizé una muestra
seleccionada consistiendo de individuos con un cua-



dro clinico previo, que favorecia la sospecha de hemo-
globinopatias. Importante resaltar que tanto Satizabal
et al y Aguirre et al, utilizaron otras metodologias
(HPLC-intercambio cationico y Electroforesis capilar
respectivamente) para establecer la frecuencia geno-
tipica de HbC en su poblaciéon, esto puede afectar la
sensibilidad de deteccidn de la mutacion (sensibilidad
del diagndstico). 1316l

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), desde el punto de vista estrictamente epide-
mioldgico, se puede considerar que toda variante de
la hemoglobina, la cual, tenga una frecuencia mayor
del 1%, es endémica para una regién determinada 2%,
Teniendo en cuenta los resultados de Satizabal,et
al*® Aguirre,et al *¥, y el presente estudio, la hemo-
globina C es endémica para la ciudad de Cali. Esto se
puede explicar, debido a los procesos de migracién
africana y mestizaje ampliamente documentados
tanto histérica como biolégicamente. 1%

Las poblaciones afrodescendientes en Colombia han
demostrado tener un tripe mestizaje. Siendo la ascen-
dencia africana la mas alta con un (76%), le sigue el
componente europeo (13%) y nativo americano
(11%), esto se calculé asumiendo un inicio del mesti-
zaje, hace aproximadamente 10 generaciones 7). Al
situarnos en la regidn pacifica y teniendo en cuenta el
pronunciado trasfondo africano, se ha encontrado la
ascendencia africana mas alta, la menor ascendencia
europea y nativa americana de las regiones del pais.
(63%, 23% y 14% respectivamente). (28

La ciudad de Cali es denominada un epicentro de la
region pacifica, porque la mitad de sus residentes,
provienen de los distintos departamentos que confor-
man esta region (Valle del Cauca, Cauca, Narifio y
Chocd) ). Ademads, Cali articula el epicentro portua-
rio mas grande del pais (Buenaventura) con el princi-
pal epicentro industrial de la region (Cali-Yumbo) y re-
porta un 28,60% de personas que se autorreconocen
como afrodescendientes 12°V3%, Un estudio realizado
por Fong, et al 3!, describié las frecuencias de haplo-
tipos africanos tipicos, atipicos y haplotipos no africa-
nos para la hemoglobina S (tipo de hemoglobina con
mutacion en el gen HBB de la B —globina ubicado en
el cromosoma 11 GAG = CTG: B6Glu Val, esta va-
riante estd muy relacionada con HbC™"') en Colombia
y encontraron que el 35% de los pacientes con HbS te-
nian haplotipos tipicos de la poblacién africana que
migré a Colombial®. Dentro de este estudio se in-
cluyd individuos de la cuidad de Buenaventura, la cual

ha protagonizado una de las olas migratorias mas
grandes que ha tenido la ciudad de Cali®?.

La poblacion afrodescendiente vinculada a la Univer-
sidad del Valle (sede Cali, campus Meléndez) se en-
cuentra en equilibrio Hardy-Weinberg esto concuerda
con los estudios de Satizabal et (X2caclulado = 0,38) y al
Aguirre et al (X2caclulado = 0,38), ambos estdn al 95% de
confianza. Estos resultados sugieren, que estas pobla-
ciones tendran una composicién genética constante
través de las generaciones, mientras existan ausencia
de factores perturbadores como selecciéon natural,
mutaciones, deriva genética y emigraciones >, Te-
niendo en cuenta la alta frecuencia y todo lo expuesto
sobre las prevalencias reportadas de HbC para la ciu-
dad de Cali, se sugiere una vigilancia permanente
(tanto en neonatos, nifios y adultos), porque esto
constituye un problema de salud publica y debe ser
tenido en cuenta dentro de los programas de diagnds-
tico, presencia y educacién a la comunidad.

Conclusion

La caracterizacién de la prevalencia de HbC en la po-
blacién afrodescendiente vinculada a la Universidad
del Valle (sedes Cali, campus Meléndez), mostré una
frecuencia de 1,00% para el alelo HbC, la cual se puede
explicar por proceso de mestizaje en la ciudad de Cali.
Adicionalmente, siguiendo los parametros de la OMS,
donde describe que toda variante de la hemoglobina,
la cual, tenga una frecuencia = 1,00 %, es endémica
para una region determinada. Este estudio permitié
categorizar a HbC, como una variante endémica en la
ciudad de Cali. Es el primer estudio realizado para la
region Pacifico sobre HbC trabajando directamente
sobre el ADN (gen de la globina beta) para el diagnéds-
tico de la mutacién correspondiente. Finalmente, los
hallazgos de esta investigacion, sugieren la necesidad
de hacer una vigilancia y divulgacién constante de la
hemoglobinopatia HbC en la ciudad de Cali, porque
constituye un problema de salud publica, debido a to-
das las caracteristicas étnicas y patrones migratorios
que presenta esta ciudad y la regién
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