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Resumen

La enfermedad de células falciformes (ECF) es una enfermedad monogénica con un
fenotipo altamente variable que, depende esencialmente de la cantidad de hemoglo-
bina fetal (HbF), constituyendo ésta el principal modulador. La variacién de los
niveles de HbF entre los pacientes esta regulada genéticamente.

La HbF determina tanto el fenotipo de la enfermedad como la respuesta al tratamiento
con el principal fairmaco utilizado, la hidroxiurea (HU). Los esfuerzos de los investiga-
dores se han centrado en descubrir los factores genéticos responsables de su variacidn;
describiéndose principalmente los haplotipos del cluster B y SNPs (del inglés Single
Nucleotide Polymorphism, SNPs) en tres loci diferentes: BCL11A, HBSIL-MYB vy el
claster p-globina.

Objetivo: Determinar en una cohorte de pacientes con ECF, la posible relacion
entre el nimero de SNPs y los haplotipos con mayores niveles de HbF. Una asocia-
cion positiva podria explicar porqué ciertos haplotipos, como el Senegal o el Arabe-
Indio, tienen mayores niveles de HbF y una enfermedad menos grave.

Métodos: Para comprobar esta hipdtesis se llevd a cabo la caracterizacidn de los
haplotipos mediante la técnica PCR-RFLP y el genotipado de tres polimorfismos
puntuales de un solo nucledtido (del inglés Single Nucleotide Polymorphism, SNPs)
representativos de los tres loci con mayor asociacién con la variacién de HbF:
Xmnl (rs7482144), BCL11A (rs4671393) y HBS1L-MYB (rs9376092).

Resultados: Encontramos un mayor numero de SNPs en los haplotipos relacio-
nados con mayor HbF y menor niimero en los que presentan menos HbF, aunque
s6lo el SNP XmnlI (rs7482144) ha demostrado asociacion estadisticamente signifi-
cativa.

Conclusiones: Encontramos relacién directa entre los haplotipos y el namero de
SNPs. Los haplotipos con niveles mas elevados de HbF y fenotipo menos severo,
presentaban mayor nimero de SNPs. De modo que, los haplotipos Benin y Bantu
asociados tradicionalmente con mal prondstico, son los que han mostrado un menor
numero de SNPs mutados.

Abstract

Sickle cell disease (SCD), despite being a monogenic disease, presents a highly variable
phenotype that essentially depends on the amount of fetal hemoglobin (HbF), consti-
tuting the main modulator of the disease. The variation of HbF levels between patients
is genetically regulated.

HbF determines both the phenotype of the disease and the response to treatment with
the main drug used, hydroxyurea. Researchers' efforts have focused on discovering
the genetic factors responsible for its variation; mainly describing the haplotypes of
the B cluster and SNPs in three different loci: BCL11A, HBS1L-MYB and the p-globin
cluster.

Objective: To determine, in a cohort of patients with SCD, the possible relationship
between the number of SNPs and haplotypes with higher levels of HbE. A positive
association could explain why certain haplotypes, such as Senegal or Arab-Indian,
have higher levels. of HbF and less severe disease.
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Methods: To verify this hypothesis, the characterization of the haplotypes was carried
out using the PCR-RFLP technique and the genotyping of three SNPs representa-
tive of the three loci with the greatest association with the variation of HbF: XmnlI
(rs7482144), BCL11A (rs4671393) and HBSIL-MYB (rs9376092).

Results: A greater number of SNPs has been reported in the haplotypes related to
higher HbF and a lower number in those with less HbF, although only the SNP
Xmnl (rs7482144) has shown a statistically significant association.

Conclusions: A direct relationship between haplotypes and the number of SNPs
has been found, reporting that haplotypes with higher levels of HbF and thus a
less severe phenotype, had a greater number of SNPs. Thus, the Benin and Bantu
haplotypes traditionally associated with poor prognosis are the ones that have

shown a lower number of mutated SNPs.

INTRODUCCION

La enfermedad de células falciformes (ECF) es un
trastorno hereditario con una fisiopatologia compleja
impulsada en gran medida por la vasooclusién y la
anemia hemolitica. Los pacientes con ECF pueden
experimentar gran variedad de sintomas y compli-
caciones, incluido el sindrome toracico agudo,
infecciones, hipertensiéon  pulmonar, accidente
cerebrovascular y crisis vasooclusivas dolorosas (1).

La enfermedad es causada por una transversion de
un solo nucleétido en el codéon 6 GAG> GTG (HBB:
c.20A>T) (NM_000518.4) del gen B globina (HBB),
que conduce ala produccién de la variante de hemoglo-
bina mds comun en todo el mundo, la HbS, caracteri-
zada por la sustitucion del aminoacido Glu>Val en la
posicién P6(A3) (2) . Ademas, se han caracterizado, al
menos, cinco haplotipos diferentes en el cluster B, lo
que sugiere distintos origenes geograficos del mismo
gen de B° (Senegal, Benin, Bantu, Arabe-Indio y
Camerun), documentando que los haplotipos diferian
en los niveles de Hb Fetal (HbF) (3,4).

La ECF (OMIM 603903) es uno de los trastornos
autosomicos recesivos mas comunes en todo el mundo
con mas de 300.000 recién nacidos afectados cada ailo,
esperando que sean mas de 400.000 para el 2050 (5).
En Europa se estima que la prevalencia de la ECF en los
27 estados miembros es de aproximadamente 1/150.
Y en Espaiia en el Registro Sickle Cell Disease (SCD)
[Enfermedad de Células Falciforme] hay inscritos
1.142 casos. La detecciéon temprana, tratamientos
profilacticos con penicilina y vacunas han mejorado la
calidad y aumentado la esperanza de vida de pacientes
con ECE aunque el unico tratamiento curativo es el
trasplante alogénico de donante HLA compatible (6).

A pesar de que todos los pacientes homocigotos
para el alelo HbS tienen el mismo genotipo (BS/PS),
la gravedad de la enfermedad puede ser enorme-
mente variable entre los sujetos afectados, observan-
dose pacientes con una clinica severa, hasta casos en
donde los sintomas son mucho mas leves. La marcada
heterogeneidad fenotipica se debe tanto a determi-
nantes genéticos como ambientales, siendo los princi-
pales, entre otros, la presencia de HbF (3,7). La HbF
es considerada como un modulador de las caracteris-
ticas clinicas y hematoldgicas de la ECF (1,2).

Solo existe un farmaco aprobado por la FDA y la
EMA que induce la produccion de HbF, la hidroxiurea
(HU), pero no todos los pacientes consiguen aumentar
los niveles de HbF y mejorar. Aunque la mayoria de
los pacientes tratados con este firmaco responden
adecuadamente, existe entre un 10 y un 20% de adultos
que muestran una respuesta minima (8,9)

Esta variabilidad probablemente sea debida entre
otras causas, a los niveles basales de HbF que varian
entre los haplotipos del cluster {3, a la heterogeneidad
en los genes responsables del metabolismo de la HU
y a los locus de rasgo cuantitativo (QTLs del inglés
quantitative trait locus) que afectan a la expresidn de
los genes y-globina (HBG) entre los que se encuen-
tran Xmnl del locus de p-globina en el cromosoma
11p15, BCLI1A en el cromosoma 2pl5 y la regién
intergénica HBSIL-MYB en el cromosoma 6q23. La
variante Xmnl (rs7482144) ejerce un efecto directo
en la expresiéon del gen HBG2 (10), mientras que
las variantes en BCLI1A (rs4671393) y en la regiéon
intergénica HBSIL-MYB (rs9376092) aumentan los
niveles de HbF al disminuir la expresién de BCL11A
y MYB, respectivamente, represores transcripcionales
de la sintesis de cadenas y-globina (7).

El objetivo principal de este trabajo ha sido ver si existe
una relacion directa entre los SNPs XmnlI (rs7482144)
localizado en HBG2, rs4671393 localizado en
BCL11A y rs9376092 localizado en HBS1L-MYB y los
haplotipos y observar si los haplotipos relacionados
con la menor gravedad, por tener valores aumentados
de HbF, presentan un mayor numero de estos SNPs.
Para cumplir este objetivo, primero se tuvo que
analizar la asociacion estadistica del porcentaje de Hb
F para cada SNPs y después el nimero y frecuencia de
los SNPs en cada haplotipo.

MATERIAL Y METODOS

Se han estudiado un total de 28 pacientes diagnos-
ticados de ECF (14 mujeres y 14 hombres), sin
tratamiento con HU y mayores de 6 afios (media de
edad 11 anos). Las muestras fueron recibidas en el
Hospital Clinico San Carlos de Madrid durante los
afios 2019 y 2020 procedentes de diferentes regiones
espaifiolas.

ENFERMEDAD DE CELULAS FALCIFORMES
Ropero P, et al.
An RANM. 2022;139(03): 285 - 293


http://omim.org/entry/603903

A todos se les realizé un estudio hematimétrico con
recuento de reticulocitos (Coulter LH750 Analyzer;
Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) y morfologia de
los globulos rojos. Los niveles de HbA, y HbF fueron
medidos por cromatografia liquida de intercambio
iénico de alta resolucion (HPLC-CE) (VARIANT™;
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU). Las
hemoglobinas fueron estudiadas por electroforesis
capilar de zona (EC) [Sebia Capillarys Flext (Sebia,
Norcross, GA)] y HPLC-CE utilizando el programa
corto para la P-talasemia de BioRad (Bio-Rad,
Hercules, CA) segtin instrucciones del fabricante.

Tras el aislamiento de ADN genémico (Biorobot ®
EZ1; Quiagen GmbH, Hilden, Alemania), el ADN
fue cuantificado en un fluorimetro Invitrogen Qubit
4 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EE. UU).
Se descart6 la asociacion con o talasemia mediante
cribado de las mutaciones puntuales y deleciones de
a-talasemia mds comunes en el mundo (21 en total)
mediante PCR multiplex seguida de hibridacion
inversa con el kit comercial Alpha-Globin StripAssay
(ViennaLab Diagnostic GmbH, Viena, Austria) cuya
sensibilidad clinica es > 90%.

La caracterizacién molecular de la HbS se realizo
con el kit comercial P-Globin StripAssay MED
(ViennaLab Diagnostic GmbH, Vienna, Austria) y
su confirmacion mediante secuenciacién automatica
de Sanger del gen B-globina siguiendo el protocolo
previamente descrito (11). Los haplotipos del claster
P se obtuvieron mediante amplificacion y digestion
con enzimas de restriccion (PCR-RFLP) segun el
protocolo descrito por Rahimi et al. (12).

El genotipado de los SNPs localizados en el gen Gy
(rs7482144); en el gen BCLI1A (rs4671393) y en
la region intergénica HBS1L-MYB (rs9376092) se
llevé a cabo por secuenciacién automatica de Sanger
utilizando los primers que aparecen recogidos en la
Tabla 1.

Tabla 1.- Primers utilizados en el genotipado de
los SNPs

Secuencia

Gy-Xmnl (rs7482144)

D:5 AACTGT TGC TTT ATA GGA TTT T 3

R: 5 AGG AGC TTA TTG ATA ACC TCA GAC 3’

BCL11A (rs4671393)

D: 5 ATG GGA AGA GACCCC AAAACY3
R: 5 CCT TCT GCT TCC TGT TCA CC 3’

HBS1L-MYB (rs9376092)
D: 5" GAT CAC CCA TCC ATT CAT CC 3’

R: 5 TCA CCT TCT GAT GTG AAGGACT 3
Donde D= Primer directo (5> 3°) y R= Primer reverso (3'>5).
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En el estudio descriptivo de los datos las variables
cualitativas se presentan con su distribucion de
frecuencias. Las variables cuantitativas se resumen
con su media y desviacién estandar (DE). Las
variables cuantitativas que muestran una distri-
bucién asimétrica se resumen con la mediana y el
rango intercuartilico (RIQ). En la comparacion de
los parametros entre los grupos de estudio se evalua
la asociacién mediante el test no paramétrico de
Fisher debido a que los grupos tienen un pequeio
tamano muestral. Para todas las pruebas se acepta
un valor de significacion del 5%. El procesamiento y
analisis de los datos se realiza mediante el software
estadistico IBM SPSS Statistics v.2°.

Todos los indices hematoldgicos y hallazgos clinicos
fueron llevados a cabo con el consentimiento informado
previo de los pacientes y el estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Clinico San Carlos, Madrid,
Espaia. Todos los experimentos fueron realizados de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

RESULTADOS

El valor medio de los datos hematoldgicos queda
recogido en la tabla 2. Respecto a los valores de
obtenidos del estudio de las hemoglobinas fueron:
HbA2 [2,62 + 0,52%], HbF [14,95 + 9,13%] y HbS
[81,86 + 8,46%)].

Tabla 2.- Datos hematoldgicos

Media+ DE  valores de

referencia

H: 4,52 - 5,90
RBC (x 106/mL) 3,11 +0,72

M: 4,10 - 5,10

H: 13,5 - 17,0
Hb (g/dL) 8,78 + 1,27

M: 11,6-15,0

H: 38,3 - 48,6
IEEMATOCRITO 2587 + 4,11
(%) M: 36 - 45
VCM (fL) 86,36 + 12,06 80 - 100,1
HCM (pg) 2924 +472 27 -32
CHCM (g/dL) 33,93+ 1,40 33,4 - 35,5
ADE (%) 2240 +4,06  <15,00
%;E)T ICULOCITOS 9,13 + 3,60 0,5-2,5

Los pardmetros niimero de eritrocitos (RBC), hemoglobina
(Hb) y hematocrito (Hto) [25,87 + 4,11%] se encuentran dis-
minuidos respecto a la normalidad. El ancho de distribucion
eritrocitario (ADE) y el recuento de reticulocitos estuvieron
aumentados. El resto de magnitudes volumen corpuscular me-
dio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y concen-
tracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) mostra-
ron valores dentro del rango de referencia.
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Los haplotipos se han inferido en base a la presencia
(+) o ausencia (-) de corte en los sitios polimdrficos
por enzimas de restriccion especificas [5’e-Hincll;
5Gy-Xmnl; GyIVSII-HiclIT; AYIVSIIT-HicITT;
3"yp-Hincll; f-Avall]. En la poblacién de estudio se han
reportado los haplotipos africanos Benin (----++), Banta
(--+--+), Senegal (-++-++) y Camertn (--++++). El
haplotipo mayoritario de la muestra ha sido Benin (70%),
seguido de Bantu (15%), Senegal (11%) y Cameruan (4%).

Los haplotipos con los valores de HbF mas altos
son Benin: 16,59 + 9,44%, y Senegal: 14,52 * 4,76%,
mientras que el haplotipo Bantu tiene los valores de
HbF mas reducidos: 5,94 * 2,42 %.

La frecuencia de los SNPs estudiados aparece en
la tabla 3. Siendo los mds frecuentes el estado
homocigoto wild type para Xmnl (rs7482144) y
HBSI1L-MYB (rs9376092) con un 88.9% y un 77.8%
respectivamente.

La variaciéon de la HbF asociada a los tres SNPs,
en los tres genotipos posibles (homocigoto para el
alelo wild-type, homocigoto para el alelo mutado y
heterocigoto) se ilustra en la Figura 1.

Sélo para el SNPs HBSIL-MYB (rs9376092) se
encontrd asociacidn estadisticamente significativa
en la poblacién de estudio (p=0,002).

Tabla 3.- Frecuencia del genotipo de los SNPs en la poblacidn de estudio

Xmnl BCL11A HBS1L-MYB
(rs7482144) (rs4671393) (r$9376092)
CC CT TT GG GA AA CcC CA AA
24 2 1 11 11 5 21 6 0
Frecuencia
(88,9%)  (7,4%) (3,7%)  (40,7%) (40,7%)  (18,5%)  (77,8%) (22,2%)  (0%)
Para Xmnl (rs7482144): C es el alelo wild-type y T el alelo mutado.
Para BCL11A (rs4671393): G es el alelo wild-type y A es el alelo mutado
Para HBSIL-MYB (rs9376092): C es el alelo wild-type y A es el alelo mutado.
Tabla 4. Frecuencia del genotipo de los SNPs en los haplotipos Bantu, Benin y Senegal
Xmnl BCL11A HBS1L-MYB HbF Ne Ne
(rs7482144) (rs4671393) (rs9376092) (%) Cromosomas p,y,taciones
CC CT TT GG GA AA CC CA AA
) G ) ) ) ) ) ) ()
) 1 3 4 3
BANTU 0 59 8
(100%) (25%)  (75%) (100%) (12,5%)
3 20 10 6 4 14 6 20*
BENIN 16,9 40
(100%) (50%)  (30%)  (20%)  (70%)  (30%) (16,7%)
2 1 2 1 3 8*
SENEGAL 0 0 0 13
(66,7%) (33,3%) (66,7%) (333%) (100%) (44%)
24 2 1 11 11 5 21 6
Frecuencia
(88,9%) (74%) (3,7%) (40,7%) (40,7%) (18,4%) (77,8%) (22,8%)
p-valor <0,001 0,39 0,57

En el haplotipo Bantii el estado homocigoto para el alelo wild-type de los tres SNPs es el mayoritario, representando un 37,5% de
todos los genotipos posibles reportados. El 12,5% corresponde al estado heterocigoto y un 0% al estado homocigoto para el alelo mu-
tado. El 12,5% de los alelos eran mutados.

Por ello, los bajos niveles de HbF de este haplotipo podrian deberse al reducido niimero SNPs que posee, y al hecho de que ninguno
de ellos se encuentre en homocigosis para el alelo mutado que es el asociado con aumento de HbF

En el haplotipo Benin, caracterizado por valores de HUF y severidad intermedios, el 73,3% tiene el genotipo wild-type, el 20% de los
genotipos posibles tienen, al menos, una copia del alelo mutado de los SNPs y el estado homocigoto para el alelo mutado de los tres
SNPs sélo representa el 6,6% de todos los genotipos reportados. En conjunto el 16,7% de los alelos fueron mutados.

En el haplotipo Senegal, en el que el estado homocigoto para el alelo wild type de los tres SNPs representa el 33,3%, el heterocigoto el
44,4% y el estado homocigoto mutado el 22,22%. El 44% de los alelos para estos SNPs eran mutados.

*Niimero de cromosomas mutados
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Figura 1. Para Xmnl (rs7482144) no hubo asociacién estadisticamente significativa (p=0,98). Para el genotipo wild-
type CC la media + DE de HDF es [15,00 £ 9,60%]; en los heterocigotos CT es [15,28 £ 6,47%], mientras que en los
homocigotos para el alelo mutado T es [13,00 = 0,00%)].

La distribucion de HbF entre los genotipos del SNP Xmnl (rs7482144) muestra que los valores de HbF por debajo del
10% solo se encuentran en los homocigotos para el alelo wild-type (genotipo CC), aunque la HbF entre estos individuos
tiene una distribucion muy heterogénea. Cuando el alelo mutado T estd presente, tanto en heterocigosis como en homo-
cigosis, los niveles de HbF se concentran por encima del 10%.

Para BCL11A (rs4671393), en los homocigotos para el alelo wild-type G la media + DE de HbF fue de [13,5 £ 9,76%];
en los heterocigotos GA [14,24 + 8,77%] y en los homocigotos para el alelo mutado A [20,09 £ 8,36%]. Los valores
medios de HbF entre los genotipos de este SNP tampoco mostraron asociacion estadisticamente significativa (p=0,38).
Los valores mds altos de HbF entre los genotipos del SNP BCL11A (rs4671393) se reportan cuando el alelo mutado A
estd presente, tanto en heterocigosis GA, como en homocigosis AA, siendo bastante superiores en este tiltimo caso.

En HBSIL-MYB (rs9376092) los homocigotos para el alelo wild-type C la media + DE de HbF fue [12,8 + 8,06%] y
en los heterocigotos CA es [14,95 £ 9,13%]. La relacion de HOF entre los genotipos encontrados del SNP HBS1L-MYB
(rs9376092) muestran asociacion estadisticamente significativa en la poblacién de estudio (p<0,05). No se ha encontra-
do ningiin homocigoto para el alelo mutado.

La distribucién de HOF entre los homocigotos para el alelo wild-type (genotipo CC) y los heterocigotos (genotipo CA),
es diferente, siendo mds elevados en esta ultima situacion.

El namero y frecuencia de SNPs de cada haplotipo
se encuentra recogida en la tabla 4.

La distribucién de los SNPs en BCL1I1A vy
HBS1L-MYB entre los distintos haplotipos no
obtuvo resultados estadisticamente significativos; sin
embargo, si se alcanz6 la asociacién estadisticamente
significativa con el SNP XmnlI (rs7482144) (p<0,05).

La distribucién de la HbF entre los SNPS en los
haplotipos se ilustra en la Figura 2.

DISCUSION

La ECF ha sido desde hace muchos anos objeto de
estudio por la sorprendente e inesperada heteroge-
neidad fenotipica de una enfermedad causada por
una Unica mutacidén.
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Varios factores se han relacionado con una mejoria
de las complicaciones y gravedad de la enfermedad,
siendo el principal y el mas estudiado los niveles de
HbE, los cuales también estan sujetos a alta hetero-
geneidad, aunque existen otros como la herencia
simultdnea de a-talasemia o factores ambientales.

Durante la mayor parte del tiempo, la ECF ha estado
restringida principalmente al Africa subsahariana,
donde se producen cerca del 80% de los nacimientos
cada afio (5); sin embargo, actualmente se encuentra
en la mayoria de los paises debido, entre otras causas,
a adopciones, migraciones por motivos econémicos,
politicos o conflictos bélicos, convirtiéndose en un
problema de salud publica mundial (3,13).

La mayoria de los tratamientos se basan en intentar
aumentar los niveles de HbF con el objetivo de
conseguir un fenotipo mas favorable, siendo la
HU el principal firmaco utilizado. Aunque estos
tratamientos son s6lo paliativos y el nico tratamiento
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Figura 2. El haplotipo Bantii se caracteriza por presentar los polimorfismos Xmnl (rs7482144) y HBSIL-MYB
(rs9376092) en homocigocis para el alelo wild-type en el 100% de los casos, mientras que el polimorfismo BCLI1A
(rs4671393) se presenté mayoritariamente (75%) en heterocigocis. Los niveles de HbF no superan el 10%.

En el haplotipo Benin, el estado homocigoto para el alelo wild-type es el mayoritario en los tres SNPs, representando
el 100%, el 47,4% y el 68,4% de Xmnl (rs7482144), BCL11A (rs4671393) y HBSIL-MYB (rs9376092), respectivamen-
te. Solo se reporta el estado homocigoto para el alelo mutado del SNP BCL11A (rs4671393). Los niveles de HbF son
altamente heterogéneos.

El haplotipo Senegal solo presenta el estado homocigoto para el alelo wild-type del SNP HBSIL-MYB (rs9376092).
El estado heterocigoto se encuentra en el 66,7% de los casos tanto del SNP Xmnl (rs7482144), como del BCL11A
(rs4671393). El genotipo homocigoto para el alelo mutado de ambos SNPs representa el 33,3%. Los niveles de HbF se

concentran en la franja del 10-20%.

curativo es el trasplante de precursores hematopoyé-
ticos, desafortunadamente, la gran mayoria de los
enfermos no pueden acceder a él debido a la escasez
de donantes compatibles, bajas rentas y una sanidad
inadecuada en los paises con mayor incidencia, que
suelen coincidir con paises en vias de desarrollo (1).

Por ello existe un creciente interés por vislumbrar los
factores genéticos responsables del aumento de los niveles
de HbF y su variabilidad entre los pacientes e intentar
manipularlos genética o farmacologicamente para
conseguir un fenotipo menos grave de la enfermedad.

El objetivo de este estudio ha sido determinar si los
haplotipos vinculados a mayores niveles de HbF v,
por lo tanto a una enfermedad con menos complica-
ciones, presentan mayor numero de SNPs descritos
previamente como moduladores positivos de la
sintesis de HbF. La presencia de estos SNPs podria
explicar parcialmente la heterogeneidad de los niveles
de HbF entre los haplotipos.

La HbF es un parametro altamente variable entre
individuos con ECF. En la cohorte de estudio los
valores oscilan entre 1,9% y 32%. La mayor parte
de esta variacidon (89%) esta controlada por factores
genéticos que se han ido identificando a lo largo de
los ultimos afos, entre los que destacan los haplotipos
del claster p y SNPs en los tres QTLs estudiados (14).

En este estudio, el analisis de los haplotipos del claster
B ha mostrado 4 patrones diferentes, identificaindose
solo haplotipos africanos, siendo el mayoritario el
Benin, que el mas frecuente en paises préoximos como
Argelia o Tanez (15). De modo que los pacientes
estudiados procedian o tenfan ascendencia de paises
del Africa subsahariana. No se ha identificado
ningdn caso con el haplotipo Arabe-Indio, el cual se
encuentra mds restringido a la poblacion saudi.

En la poblacién de estudio, los individuos con el
haplotipo Banta presentaron los niveles de HbF mas
bajos, aproximadamente del 5%, mientras que los
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individuos con los niveles mds altos fueron Benin y
Senegal, alcanzando aproximadamente el 15%.

Los valores de HbF en los haplotipos Bantt y Senegal
concuerdan con los niveles descritos en otras
poblaciones, mientras que los valores de HbF en
Benin varian ampliamente de unos individuos a otros
(16, 17,18). No se pudo calcular la media de HbF del
haplotipo Camertn ya que s6lo estaba presente en un
individuo (1,85%).

En nuestra poblaciéon de estudio, probablemente
debido al tamano muestral, el impacto de los
haplotipos del cluster P sobre los niveles de HbF no es
estadisticamente significativo.

La distribucién de la HbF entre los tres genotipos
del SNP Xmnl (rs7482144), aunque sugiere una
tendencia hacia niveles superiores cuando el alelo
mutado esta presente, sin embargo no mostré signifi-
cacién estadistica, dado que el alelo mutado fue
identificado inicamente en dos individuos en hetero-
cigosis (7.4%) y en uno (3,7%) en homocigosis, la
mayoria de los individuos fueron homocigotos para
el alelo wild-type (88,9%).

Estudios recientes parecen indicar que existen otros
SNPs dentro del claster de p-globina que se asocian
de manera mas significativa con la variacién de HbF
que el utilizado en este estudio (19).

En cuanto a los genotipos del SNP BCL11A
(rs4671393) localizado en el intrén 2 del oncogén
BCLI1A, se reporté mayor variabilidad que en el
caso anterior. El alelo mutado estuvo presente en
11 individuos (40,7%) de manera heterocigota y en
5(18,4%) de manera homocigota. La alta frecuencia
del alelo mutado en la muestra puede ser debida a
que los individuos que la componen fueran africanos
o de ascendencia africana, donde la frecuencia del
alelo mutado es mucho mayor que en el resto de
poblaciones.

Este SNP esta asociado a mayores niveles de HbE,
algunos estudios lo han descrito como el mas
influyente, se le atribuye el 13% de la variabilidad
(19-21).

En nuestro estudio, los genotipos que contienen
este alelo mutado presentan niveles medios de HbF
superiores respecto a los homocigotos para el alelo
wild-type. Existe un claro aumento de HbF en los
homocigotos para el alelo mutado, donde el nivel
medio de HbF es de mas del 20%; sin embargo, debido
al restringido tamano muestral, no se ha podido
establecer asociacion estadisticamente significativa.

Del SNP HBSIL-MYB (rs9376092) solo se han
reportado dos genotipos de los tres posibles, no
encontrandose ningin homocigoto para el alelo
mutado. A pesar de este obstaculo, es la tinica variable
que presenta asociacidon estadisticamente significa-
tiva con los niveles de HbE.

Este SNP también se asocia con la variacion de HbF en
cohortes de pacientes de otras poblaciones, asi como
en poblacion sana (22). Esta localizado en el bloque 2
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de la region intergénica HBS1L-MYB, que es donde se
ha reportado la asociacion mas fuerte con los niveles
de HDF. Diversos estudios han concluido que existen
otros SNPs (rs9399137 y rs9402686) dentro de este
bloque que podrian estar mas vinculados con esta
variabilidad de HbF (7).

También existen otros SNPs en los loci claster
B-globina, BCLIIA y HBSIL-MYB relacionados
con la variacién en los niveles de HbF; que podrian
utilizarse en futuras investigaciones y comprobar si
también se encuentran con mayor frecuencia en los
haplotipos con mayores niveles de HbFE.

La principal hipdtesis del estudio era que los
haplotipos con mayores niveles de HbF deberian
tener mayor niumero de SNPs mutados.

En el haplotipo Bantu no se encontraron indivi-
duos que tuvieran dos copias del alelo mutado para
ninguno de los tres SNPs. Por ello, los bajos niveles
de HbF de este haplotipo podrian deberse al reducido
numero SNPs que posee y al hecho de que ninguno
de ellos se encuentre en homocigosis para el alelo
mutado que es el asociado con aumento de HbE.

En el haplotipo Benin, caracterizado por valores de
HbF y severidad intermedios, el estado homocigoto
para el alelo mutado de los tres SNPs en conjunto
representa el 6,7% de todos los genotipos reportados.
Mientras que el haplotipo Senegal es el que presenta
mayor frecuencia relativa de SNPs en estado homoci-
goto para el alelo mutado (22,22%) de los genotipos
reportados.

En base a los resultados obtenidos y acorde a la
hipotesis del estudio, se observa una relaciéon directa
entre el numero de SNPs homocigotos para el alelo
mutado y los haplotipos con mayores niveles de HbE.
Esta distribucién de SNPs podria ser responsable del
aumento de los niveles de HbE.

Aunque es cierto que sélo el SNP XmnlI (rs7482144)
alcanzo asociacion estadisticamente significativa, este
resultado probablemente se deba al pequeio tamaio
de la muestra, por lo que seria necesario ampliar
la muestra para extraer resultados mads robustos y
estadisticos.

Todos estos moduladores genéticos de los niveles de
HbF y por lo tanto de la clinica y severidad de la ECF,
se podrian utilizar como biomarcadores para estrati-
ficar a los pacientes en base a su capacidad de producir
HDbF, con el objetivo de un manejo clinico y farmaco-
légico mas personalizado de acuerdo al fenotipo
esperado, ademds podria tener implicaciones en el
consejo genético y en el diagnostico prenatal de los
pacientes.

Asimismo, los SNPs genéticos descritos pueden
convertirse en potenciales dianas farmacolédgicas
para desarrollar terapias novedosas que permitan
aumentar el nivel de HbF en los individuos con un
fenotipo mds severo e intentar mejorar su desarrollo
clinico. En esta linea se estan desarrollado estrategias
que utilizan BCLIIA como diana genética ya que es
un represor de la sintesis de cadenas y-globina. Una
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de ellas es el silenciamiento de este gen, se ha compro-
bado que, silencidndolo, se consigue aumentar la
produccion de HbF y se corrige el fenotipo de la
enfermedad en modelos de ratones de ECF, sin afectar
a la eritropoyesis o a la expresion de otros genes (23).
Otras estrategias se basan en la interferencia con los
enhancers de BCL11A mediante ingenieria genética,
para disminuir su sintesis y potenciar asi la produc-
cién de HbF (24).

Se estima que la carga global de la enfermedad
aumentara en los préximos anos, debido a la mejora
del tratamiento y ala migracion hacia paises con rentas
mas altas que permiten una supervivencia aumentada
de los pacientes (5). Estas estimaciones subrayan la
importancia de encontrar y explotar dianas genéticas
o farmacoldgicas que mejoren la calidad de vida y
disminuyan la mortalidad de los pacientes con ECF.

La alta heterogeneidad de esta enfermedad, aun
no totalmente explicada por los factores genéticos
descritos, indican que aun habria genes adicio-
nales involucrados en la producciéon de HDbF por
descubrir, por lo que en un futuro tendremos una
mayor comprension de los mecanismos genéticos
subyacentes a esta enfermedad y nuevos genes
candidatos para estudio.

De cualquier manera, los avances que se estdn
realizando permiten mejorar la calidad de vida de los
pacientes y cada dia estamos mas cerca de conseguir
una terapia personalizada que se ajuste a las caracte-
risticas propias de cada individuo.

CONCLUSIONES

Se confirma que aquellos pacientes que tienen mayor
tasa de HbF presentan un fenotipo menos severo.

La presencia del alelo mutado de cada SNP se
relaciona con una tendencia hacia el aumento de HbF.

Se ha encontrado una relacion directa entre los
haplotipos y el nimero de SNPs, reportandose que
los haplotipos con niveles mas elevados de HbF y con
ello un fenotipo menos severo, presentaban mayor
numero de SNPs. De modo que los haplotipos Benin
y Bantt asociados tradicionalmente con mal pronos-
tico son los que han mostrado un menor numero de
SNPs mutados.

Serequieren estudios mds robustos con mayor niumero
de pacientes para confirmar nuestros hallazgos, dado
el escaso o nulo porcentaje de pacientes con los
haplotipos Arabe-Indio o Camerun.
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