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l. Introducción 
La frecuencia de hemoglobina S (mutación p• de las cadenas beta globina) 

es una condición poco estudiada en la República Mexicana. Debido a que la 

población elegida contiene una mezcla de genes lndlgenas. europeos y africanos 

en diferente proporción, 
0

la posibilidad de que se presente la anemia de las células 

falciformes es alta en poblaciones costeras y baja en poblaciones centrales de la 

República Mexicana. 

Por lo que en esta ocasión se estudio la frecuencia de ésta en una 

población mestiza de la Costa del Golfo (Poza Rica, Veracruz) y tres poblaciones 

de habla náhuatl (lxhuatlancillo Veracruz; San Pedro Atocpan y Santa Ana 

Tlacotenco de la delegación Milpa Alta). 

Para tal fin se empleó la técnica de electroforesis de hemoglobinas en 

medio alcalino. por medio del kit hydrasis de SEBIA. El cual nos permite 

diferenciar los tipos de hemoglobina S. A y F. 

La frecuencia del alelo fl 5 en la población mestiza estudiada fue mayor que 

la observada en poblaciones de habla náhuatl. 

Por otra parte se estudiaron los haplotipos de tres pacientes mexicanos con 

anemia de células falciformes que fueron homocigotos para la mutación j15
• Los 

anteriores fueron localizados en la población estudiada de Poza Rica. Veracruz. 

Esto se realizo mediante siete cortes con enzimas de restricción (Xmn 1, Hind 11 

(2). Hinc 11 (2). lnf. 1 y Hpa 1) sobre la región de los genes beta globina (cromosoma 

11 p región 15.5). 

Dos de ellos fueron homocigotos para el haplotipo Bantú y uno heterocigoto 

Bantú-Arabia Saudita. 

Esto nos permite conocer mejor a la población mexicana tanto desde el 

punto de vista proteico como molecular. 
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11. Generalidades 

Eritrocito 

El hematíe, eritrocito o glóbulo rojo (GR) es una célula que presenta 

importantes diferencias. con respecto a otras células del organismo. En primer 

lugar, no tiene núcleo. por lo que le falta la capacidad de división. tampoco tiene 

mitocondrias o ribosomas, ni ácido desoxirribonucleico (DNA). Sin embargo, el 

hematíe es una célula compleja y metabólicamente activa cuya vida media es de 

alrededor de 120 días. 

La integridad del GR depende de la interacción de tres unidades que lo 

capacitan para realizar su función primaria de transporte de oxigeno y C02 . Estas 

tres unidades son la hemoglobina. la membrana eritrocitaria, y los elementos 

solubles intracelulares (enzimas. coenzimas, y substratos del metabolismo de la 

glucosa). La alteración de una de estas unidades proteicas da lugar a alteraciones 

en las otras dos. resultando en un acortamiento de la vida media eritrocitaria 

(hemólisis)1
• 
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Hemoglobina 

La molécula de hemoglobina (Hb} está compuesta por cuatro porciones 

diferentes: 1} Un componente proteico llamado globina constituido por cuatro 

cadenas polipeptldicas que son dos pares diferentes y cada par posee idéntica 

estructura primaria; 2} cuatro moléculas de protoporfirina IX; 3} cuatro átomos de 

hierro en estado ferroso que, combinados con protoporfirina IX, forman las cuatro 

moléculas del grupo hem; 4) una molécula de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) 

metabolito derivado de la glucólisis anaerobia que favorece la liberación de 

oxigeno, ubicada en el centro de la unidad de Hb figura 1 2 • 

Las cadenas polipeptldicas están representadas por /ns áreas u y '1; los circulas H indican los 
cuarro grupos hem, integrados a su vez por sendos átomos de hierro combinados por protoporfirina 
IX; el cuadro central (DFG). esquemi3l1za al 2. 3-difosfoglicerato. 

La porción globinica esta formada por dos tipos de cadenas: alfa (a} y no

alfa, también llamadas beta (JI). Las alfa de 141 aminoácidos y las beta de 146 

aminoácidos. Ambas constituyen familias de genes relacionados dando Jugar a 

polipéptidos que se expresan en diferentes estadios del desarrollo humano. 

Durante los tres primeros meses de vida intrauterina, se sintetizan sucesivamente 

tres hemoglobinas emt;>rionarias llamadas Gower1 formada por dos tipos de 

cadena: las zeta (.:) y las épsilon (.;} (::;2 . .;2) y Gower2 formada por dos tipos de 

cadenas alfa y épsilon (u2 y <;2). Finalmente la hemoglobina Portland formada por 

cadenas zeta y gama (y) (::;2 y y2). En el cuarto mes del embarazo se sintetiza la 

hemoglobina fetal que predomina en esa época de la gestación (a2,y2) y 

disminuye después del nacimiento. Las hemoglobinas del adulto HbA1 (a.2,p2) y la 

HbA2 formada por cadenas alfa y delta (o} (u2, 62) alcanzan su nivel más alto 
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después de los 6 meses de edad. HbA1 constituye el 96%, HbA2 (1-3%) y HbF (0-

2%) tabla1. 

Tabla 1 Hemoglobinas Humanas 

Linwcr 1- zcral.!). cps11on(2) llb I·- allaf.!). gammol(21 lth A- alió.JI.!). tu:la(.!) 
Gu\\"t.•r .::!- alfa(.::! l. ~psilun ( .::!) J lh :\.!- alfa¡ 2 ), ddtol( .::! ) 
~~rtland- zeta!.!). gam111a (2.l 

Los genes que codifican para las cadenas de c.t globina se encuentran en el 

brazo corto del cromosoma 16. Los que codifican para las cadenas f3 están 

localizadas en el brazo corto del cromosoma 11. Múltiples genes individuales se 

expresan en cada uno de estos sitios. También existen pseudogenes que están 

presentes y localizados dentro de la región de la familia de los genes. Al complejo 

" es llamado "'locus " globina"' y el complejo beta "'locus no alfa o fl globina"'. El 

balance de Ja expresión genética entre estos dos "locus" es necesario para la 

función normal del eritrocito3
• 
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Locus a Globina 

Cada cromosoma 16 tiene dos genes o. globina que son idénticos y están 

alineados uno después de otro en el cromosoma. (llamados a1 y r-<2) figura 2. 

Cada célula tiene dos cromosomas 16. que hacen un total de cuatro genes u 

globina existentes en cada célula. Cada uno de los cuatro genes produce cerca de 

1../.. de cadenas cL, necesarias para la síntesis de hemoglobina. El mecanismo de 

esta coordinación es desconocido. pero existen elementos promotores 5· para 

cada gen 1L y una poderosa región de incremento llamada región de control del 

locus (LCR). requerida para la óptima expresión del gen 3
• 

Locus f3 globina 
Los genes en el locus ¡~ globina están acomodados secuencialmente de 5· a 3· 

figura 2. En un principio los genes son expresados en el desarrollo embrionario. La 

secuencia de los genes es: i:. y, ó, y p. Hay dos copias del gen -¡ en cada 

cromosoma 11. La diferencia es que uno de ellos tiene una base guanina (G) y el 

otro una adenina (A). Los otros solo están presentes en una sola copia. Cada 

célula tiene dos genes ¡1, uno en cada uno de Jos dos cromosomas 11 en la célula. 

Los dos genes p expresan la proteína globina en una cantidad precisamente igual 

que los cuatro genes cL
3

• 
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Hemoglobinopatias 

Son alteraciones· cualitativas o cuantitativas de Ja globina. secundarias a 

mutaciones genéticas. cuya consecuencia puede ser una modificación estructural 

(hemoglobinopatias estructurales), una disminución o ausencia de la sfntesis de 

una cadena globinica estructuralmente normal (Talasemias) 1
• 

La mayoría de las variantes de la hemoglobina resulta de la sustitución de 

un aminoácido por otro en algún sitio de las cadenas polipeptídicas que la 

componen. Sin embargo, en menor proporción también se encuentran otras 

variaciones estructurales más complejas de la molécula. como la sustitución de 

dos aminoacidos, el alargamiento de una cadena polipeptídica y las fusiones de 

cadenas~. 

Hemoglobinopatías estructurales 

Son el resultado· de mutaciones a nivel de alguno de los genes que 

codifican la síntesis de una determinada cadena globínica se consideran 

hemoglobinopatías solo aquellas mutaciones que afectan regiones esenciales de 

fa molécula y que por tanto, poseen expresividad clínica. En general. las 

mutaciones de aminoácidos situadas en la superficie de la molécula solo producen 

modificaciones de carga eléctrica. mientras que los aminoácidos internos 

ocasionan, casi siempre. una importante alteración estructural y funcional de la 

hemoglobina y su repercusión clínica 

(hemoglobinas inestables). poliglobulia 

suele ser mayor: anemia hemolítica 

(hemoglobinas con alteración de su 

afinidad por el oxigeno) o cianosis (Hemoglobinas M)1
• 
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Genética de las anormalidades de la hemoglobina 
La herencia de las variantes de la Hb obedece las leyes de Mendel. En la 

tabla 2 se indican ejemplos de cinco diferentes patrones hereditarios que pueden 

encontrarse en los descendientes de los padres cuyas características hipotéticas 

se señalan. 

s s A S A S s s s s 

~ l~ /:~ ~ 1:~ ¡~; 1 
A ¡As ¡As 
s ss _ss 1; ¡~; ¡;; 

b) e) d) e) 
Tabla 2 Ejemplos do herencia mcndoliana de las hcrnoglobinopatias. a) Homoc1goto AA x 
homocigoto SS. Oescendencra 100'~~ AS. b) Homoc1golo AA x heteroc1goto AS. Descendencia 
50"!~ AA, 50% AS. e) Heterocigoto AS x AS. Descendencia 25~~ AA. 50°/o AS. 25°/o SS. d) 
Heterocigoto AS x homoc1goto SS. Descendencia 50'}ú AS, 50~"º SS. e) Hornocigoto SS x 
homocigoto SS. descendencia 1 OO~ó SS 

Una persona que tiene dos variantes de la hemoglobina (por ejemplo Hb 

SC) se designa como doble heterocigoto o heterocigoto compuesto. y ha heredado 

una variante anormal diferente de cada uno de sus padres. Otra categoría doble 

heterocigota es /a combinación de una anormalidad estructural con otra síntesis; 

ejemplo de ello seria la Hb S-talasemia beta:!. 

Ley Hardy- Weinberg 

La ley prueba: a) que independientemente de que tan raro sea el homocigoto para 

un gen, la proporción de heterocigotos es sorprendentemente elevada, y b) que la 

frecuencia de los genes permanece inmutable a través del tiempo4
• 
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Nomenclatura de las hemoglobinas anormales 

A las variantes de la Hb se les identifica por un nombre propio y una 

designación cientffica. 

., 

Durante la época en que se efectuaron las primeras investigaciones en el 

campo de las hemoglobinas anormales, y a medida que se iban identificando las 

primeras variantes por sus diferencias de motilidad electroforética. se les 

asignaba el nombre de alguna letra del alfabeto, reservando la letra "A" para el 

componente mayor de la Hb adulto; la letra "F" para la hemoglobina fetal y la "S" 

para la hemoglobina de la depranocitis o anemia de hematíes falciformes. 

aludiendo a la primera letra del nombre en inglés del padecimiento: sickle ce// 

anernia. 

Esta nomenclatura funcionó hasta 1956. Para esta fecha habían identificado 

la ya mencionada Hb S y también las hemoglobinas C. D. E. F. G, H. 1 y J. Sin 

embargo. los investigadores advirtieron que muy pronto serian insuficientes las 

letras del alfabeto para ·designar a las nuevas variantes y acordaron suspender. 

hasta la letra .J. la nomenclatura basada en este sistema. 

La designación científica de las variantes de Ja hemoglobina se basa en 

cuatro características: 1) la cadena de polipéptidos afectada; 2) el sitio de la 

cadena en donde ocurrió la sustitución del aminoácido; 3) el número del segmento 

de la hélice involucrada en la sustitución. y 4) el tipo de mutación observada. 

Ejemplo Hb Ses Beta 6 (A3) Glu-•Val 

Lo anterior se puede interpretar como una variante de Ja cadena beta. que 

afecta al aminoácido número 6, ubicado en la tercera porción del segmento 

helicoidal A. La variante esta causada por la sustitución del aminoácido normal 

ácido glutámico (Glu) en ese sitio de la cadena beta por valina (Valf. 
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La mutación en la hemoglobina 

La anemia de las células falciformes (ACF) fue descrita por primera vez por 

Herrick de Chicago en 191 O. en un estudio en el Este de la India. El peculiar 

alargamiento y la forma de hoz de los eritrocitos observada en sangre periférica, 

figura 3 sugirió el término de anemia de células falciformes. En 1949 Pauling y 

colaboradores demostraron que este fenómeno de forma de hoz, se relaciona con 

una anormalidad de la hemoglobina presente en todos los pacientes con este tipo 

de anemia: esta hemoglobina tiene una migración electroforética anormal. 

Subsecuentemente, en. 1956 Ja hemoglobina que participa en esta anemia fue 

caracterizada quimicamente por lngram y fue diferenciada de la hemoglobina del 

adulto (Hb A, «2 ¡12). por una sustitución de acido glútamico a valina en la posición 

G de la subunidad ¡L La caracterización molecular fue demostrada a partir del 

estado homocigoto (SS) del gen fl'_ La anemia de las células falciformes ocurre 

primordialmente en poblaciones de africanos. pero también se presentan en el 

tvlediterraneo. f\.:ledio Este. en algunéls regiones de la India y en aquellos paises 

donde ha habido migración de estas poblaciones. como sucedió en nuestro país 

en la época de la Colonia 5
. 
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La figura 4, describe los primeros aminoácidos en la subunidad 13 de la 

molécula de hemoglobina. Los amin.oácidos de la proteína de hemoglobina son 

representados como serles de cajas. El color rosa representa la secuencia normal 

ácido glutámico en la posición 6. El verde oscuro representa la valina en las 

células falciformes. Los otros aminoácidos de la hemoglobina en las células 

~ Fa.Jclormo 

• • 
': i:= • • rn-.--.. 

• • ll ¡, 

Continuación 
da aminoácidos 

falciformes son idénti=s a los de la 

hemoglobina normal. 

La molécula de DNA es el material 

genético fundamental que determina 

el arreglo de los aminoácidos en 

todas las proteinas. Los segmentos 

de DNA que codifican particularmente 

para proteínas son llamados genes3. 

Figura 4 Ropresentacfón esquemática en la sustitución 
de un aminoácido en la enfermedad de las células falclrormes. 
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Rasgo de las células falciformes 

Si solo uno de los genes P es anormal y el otro es normal (heterocigoto), la 

persona es un portador de la enfermedad de las células falciformes (AS). Esta 

condición es conocida como "rasgo de células falciformes". Estos sujetos se 

hallan habitualmente asintomáticos y la exploración física es negativa. Con raras 

excepciones Jas personas con el rasgo de células falciformes son completamente 

normales. Si ambos genes f~ codifican para la proteína de las células falciformes, 

la persona presentara la enfermedad de las células falciformes. La cual es 

determinada en la concepción. cuando la persona adquiere genes de ros padres. 

También, el rasgo de las células falciformes no hace que se desarrolle la 

enfermedad. Este particularmente protege a la gente de la patogenicidad de la 

malaria. La frecuencia de la enfermedad presenta altos niveles en África e India 

ambas poblaciones presentan protección contra Ja malaria debido al rasgo de las 

células falciformes. 
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Fisiopatología. 

El gen p esta localizado en el cromosoma 11 en la región p15.5. 

Cuando la Hb S está bien oxigenada es totalmente soluble. Sin embargo, 

cuando disminuye la presión parcial de oxigeno (P02). la molécula de Hb se 

polimeriza y se forman cristales. que vuelven rígidos a los eritrocitos figura s. 

Figura 5 El glóbulo rojo con hemoglobina anormal (S) cambia su fonna a una hoz cuando 
Uene poc;o oxigeno. 

cuando la hemoglobina S libera al oxigeno en los tejidos periféricos, las 

moléculas se fijan y forman polímeros. Los polímeros rígidos deforman las células 

y es la causa de la forma curva que presentan. Un solo eritrocito recorre el aparato 

circulatorio cuatro veces en un minuto. La hemoglobina S sufre repetidos 

episodios de polimerización y despolimerización figura 6. 

Figura 6: Representación esquemática de I• polimerización de lt1 hemoglobina S. 
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Algunos tipos de moléculas de hemoglobina, tales como Ja hemoglobina 

fetal bloquean las interacciones entre Ja desoxigenación de las moléculas de Ja 

hemoglobina S. Todas las personas tienen de O a 1% hemoglobina fetal en su 

circulación. La hemoglobina fetal protege al neonato y a los recién nacidos de los 

efectos de la hemoglobina S. Desafortunadamente, esta hemoglobina tiende a 

desaparecer en el primer año de vida. 

La figura 7 ilustra los cambios que ocurren en los eritrocitos normales y en 

los eritrocitos en forma de hoz en la circulación del oxigeno. 

Figura 7 Eritrocitos nonnalea y en torrna de hoz en circulación. 

Los eritrocitos normales presentan su forma bicóncava antes y después de 

viajar por el torrente sanguíneo. pues se mueven directamente por los pequeños 

vasos capilares. En contraste. la polimerización de la hemoglobina deforma los 

eritrocitos. El problema. sin embargo, no es simplemente la forma. La membrana 

de estas células es rígida o presentan repetidos episodios de polimerización o 

despolimerlzación de la hemoglobina. 

Estas células rígidas fallan en el movimiento directo a través de los 

pequeños vasos sanguíneos, bloqueando el flujo sanguíneo local de la región 

microscópica del tejido. Al repetirse en muchas ocasiones estos episodios, se 

produce hipoxia en el tejido. El resultado es dolor, y daño de los 6rganos3
. 
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Variantes genéticas 
De las 600 variantes existentes del gen f3 varias son patológicas. Los 

individuos descendientes de africanos exhiben una alta frecuencia de riesgo de 

presentar el genotipo, pero los individuos descendientes de personas de origen del 

Mediterráneo. Caribe. Sur y Centro América, Arabia y este de India también 

muestran una alta frec1:Jencia de riesgo en su genotipo. La tabla 3 enlista la 

frecuencia específica de algunas variantes alélicas para los genes f\ en las 

diferentes poblaciones6
· 

7 
Y 

8
. 

T.nbl4l 3 Frccuonci4l do vaf"i.nntcs dol gen gfobin.n en diferentes grupos étnicos en una 
pobl41ción do ,-oción n4lcidos do California. r.HbSS incluyo HbS/betaº·talasomia. 
Ernla Hb S Hb AS Hb S/ beta• Hb SC Hb SD Hb SE 

tala:semla 

AisJátJc'!s 107207551 1/1336 -ciJ207551 ___ ~~~- _ ~-· 
Indios Asiáticos : 0/15843 11725 1/15843 0/ 15843 
Negros ~ -1/1~174056- - - 1/129y--- 116388 
Hls -nos T17456Z2 1/183 1n29953 ----1/364~171459906. ·111 
Medio este t0/21677 1/360 0/21677 --612167~ 
Nativos de ~~ 
América i:- ·~· _ • ·----- ····---~ 
Cau~cos ~ - 0/1106895 --~ :: ... \n,';;;~ 

Las varié1ntes que incluyen un gen S y el otro alguna otra variante 

anormal de la Hb se definen como dobles heterocigotos o heterocigotos 

compuestos. Entre ellos·se encuentran las hemoglobinopatias SC, S-talasemia 

beta, $-talasemia alfa. $-persistencia hereditaria de la Hb fetal, S-D Los 

Angeles, S-0 Arabe, S-G Filadelfia S-Lepore2 . 
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Manifestaciones Clínicas 

La enfermedad de las células falciformes se refiere a un desorden genético 

autosómico recesivo caracterizado por una variante de la hemoglobina (Hb S). 

La primera causa de las manifestaciones clínicas es la polimerización 

intracelular de la Hb S que ocurre cuando los eritrocitos son parcialmente 

desoxigenados bajo hipoxia. La polimerización intracelular de Ja Hb S causa 

pérdida de flexibilidad en los eritrocitos. Repetidos ciclos de oxigenación y 

desoxigenación resultan en daño irreversible de Ja membrana de la célula. La 

membrana dañada pierde agua y potasio intracelular. y Ja hidratación progresiva 

de las células hace más denso al eritrocito. Los eritrocitos con Hb S una vez 

deformados. producen una oclusión microvascular y anemia hemolítica que son 

típicas de esta enfermedad. 

El mecanismo exacto de la vaso oclusión no está completamente elucidado. 

Muchos factores juegan un papel importante en la flosiopatología del proceso: 

adhesión molecular. anormalidades de las células endoteliales y factores de 

coagulación 9
• 

Las manifestaciones clínicas más comunes en la enfermedad de las células 

falciformes son anemia. crisis recurrentes vaso oclusivas e infecciones bacterianas 

por S. pneumoniae 10
. 

La presentación clínica es similar en todas las hemoglobinopatfas S. Jos 

pacientes homocigotos Hb S y S-flº""'' tienden a presentar patologías más severas 

que las hemoglobinopatias se y s-p•(tal). 

Existe evidencia que indica que niveles altos de Hb F provee un efecto 

protector en la enfermedad11
• 
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Interacciones con la Malaria 

La malaria, también llamada paludismo, es una enfermedad que se 

transfiere a los humanos mediante un vector (vehículo o agente que transmite una 

infección). El mosquito Anófeles es el vector más común de la malaria. 

El parásito llega al vector cuando el mosquito pica a una persona Infectada. 

Luego, el parásito se transfiere a otra persona mediante la picadura de un nuevo 

mosquito Figura a. Con menos frecuencia, el plasmodio puede transferirse por la 

sangre, ya sea mediante una transfusión de sangre infectada o por compartir una 

aguja contaminada',. 

Los portadores heterocigotos de la mutación (3 5 (A¡35
) son resistentes a la 

infección por el parásito de la malaria, P/asmodium fatciparum. en comparación 

con la población normal (AA) que sí la padece". 

Las investigaciones bioquímicas y los estudios ultraestructura indican que 

las mitocondrias, incluso quizá las de aspecto atípico que se hallan en ciertas 

fases del parásito, poseen sistemas enzimáticos dotados de importantes funciones 

respiratonas. 
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En cuanto los hematíes humanos. es posible que las variaciones de la 

concentración de trifosfato de adenosina (ATP), sustancia que tiene una 

intervención importante en la utilización de Ja glucosa por el parásito. afecta 

directamente al desarrollo de Jos trofozoitos de P. fa/ciparum. Incluso se ha 

pensado que la baja concentración de ATP (asociación posiblemente a Ja Hb beta 

S) puede ser uno de los factores genéticos selectivos que determinan la relativa 

resistencia de ciertos grupos raciales al paludismo. 

De una forma u otra. el parásito intraeritrocitico ingiere el contenido de la 

célula huésped. el cual puede consistir sobre todo en hemoglobina. cuando se 

tr.:ita de hematíes maduros, o en órganulos de hematíes y precursores de la 

hemoglobina en el caso de los reticulocitos y de los eritroblastos. No se sabe en 

qué medida las distintas hemoglobinas son aceptables para las diferentes 

especies de parásitos; así por ejemplo, se ignora si, como se ha puesto. la 

hemoglobina de los hematíes falciformes es inaceptable para el P. falciparum y si. 

en caso que sea así, ello se debe a factores químicos o factores meramente 

físicos 13
. 
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Haplotipos del gen beta globina 

Los haplotipos de la anemia de las células falciformes puede ser descritos 

como sitios polimórficos donde cortan las endonucleasas de restricción en un gen 

13 mutante Figura 9 14
. 

5' 

Benin 

Bantú 

Senegal 

r. ºy Ay 'P~ o 13 

!p~-~ :Sitios de 

- + + Restricción 

+ + + + 

+ + + + + + 

+ + + + + 

Figura 9. Sitios de corte con Endonucleasas de Restricción en el gen 13 globfna. Los puntos 
azufes ;no1can la locallzación del srt;o dondA cortan f;¡s endonucieasas de restncción en el 
anillisis del haplotipo de l<J hcmog!ob1na S (la cspccrficid<Jd de las cnzim~s de restricción usc:Jda 
en cada sitio no esta indicada). Una .. _ .. rndica susceptibilidad a la digestión con la enzima de 
restncción; una ··-" tnd1c.a res1stenc1a a la digestión con la enzima de restncclón. 

Todos los haplotipos se numeraron para su identificación, pero son más 

comúnmente conocidos por el área geográfica en que fueron primero identificados: 

Senegal. Benin. República Central Africana (CAR o Bantú). Camerún y Arabia

fndia (o Asia)". Los hapfotipos fueron identificados por investigadores que 

trab¿ijaron con grupos de personas en varios paises primero en el oeste de 

África, 6 • 

El haplotipo Senegal predomina en esta región. pero también en el oeste de 

África cerca del río Níger. El hapfotipo designado como Benin predomina en 

Nigeria y paises que colindan con el mar de Benin. El haplolipo Bantú o CAR 

predomina en el centro y sudeste de África Central. El haplotipo Camerún solo 

predomina en gente de Camerún. El haplotipo Arabia-India usualmente se refiere 

al hapfotipo que predomina en el golfo de Persia y fa India. 

La existencia de haplotipos especificos para ciertas regiones del mundo 

sugiere que la mutación en el gen 13 globina tiene un origen separado de estas 
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localizaciones figura 1015• 

de malaria. Esta observación se basa en la idea de la alta incidencia de casos en 

estas áreas derivados de la selección natural15
. La mutación que produce la 

anemia de las células falciformes ocurre espontáneamente en un bajo grado. La 

gente con un gen Hb S y otro gen normal de Hb (presenta el rasgo Hb S) estas 

personas son más resistentes a la malaria que las personas que tienen los dos 

genes normales. 

En las poblaciones de África, cada haplotipo es asociado con la gravedad 

de la enfermedad. Las personas con el haplotipo Senegal cursan con una 

enfermedad menos severa clínicamente, que las personas que presentan el 

haplotlpo CAR/Bantú las cuales cursan una enfermedad más severa. Las 

personas con el haplotipo Benin cursan con una enfermedad intermedia entre 

estas dos19
• Tres son los haplotipos más comunes en América: Senegal Benin y 

Bantú/CAR'"' 19
. 
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El haplotlpo Bantú incrementa el riesgo de desarrollar complicaciones 

irreversibles con la edad20; el Senegal presenta un menor riesgo clínico, la 

severidad del Benin es intermedia21 • 
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111. Planteamiento del problema 
Debido a que la población elegida contiene una mezcla de genes indígenas. 

europeos y africanos en diferente proporción, la posibilidad de que se presente la 

ACF es alta en poblaciones costeras y baja en poblaciones centrales de la 

República Mexicana. 

La importancia del estudio de la frecuencia de portadores de hemoglobina S 

en población mexicana, radica en conocer su incidencia ya que es posible prevenir 

el padecimiento de la ACF dando asesoria a los heterocigotos debido a que 

tienen el 25º/o de posibilidades de procrear un homocigoto por embarazo. 

La población que.se eligió no se ha estudiado con anterioridad y es posible 

encontrar una alta frecuencia de portadores de la mutación beta-S ya que es 

cercana a la costa del Golfo de México. 

IV. Objetivo General 
Analizar el tipo de hemoglobina por electroforesis. en cuatro poblaciones 

Poza Rica e lxhuatlancillo. Veracruz; San Pedro Atocpan y Santa Ana Tlacotenco 

de la Delegación Milpa Alta. 

Identificar los haplotipos de esta mutación en tres pacientes mexicanos para 

contribuir a conocer mejor nuestra población. 

V. Objetivos particulares 
a. Manejo de equipo para electroforesis de hemoglobinas. así como 

conocer las condiciones óptimas de trabajo. Y analizar las muestras 

de las cuatro poblaciones antes mencionadas. 

b. Comparar los resultados de la frecuencia génica del alelo S en la 

población de mestizos de Poza Rica. Veracruz contra tres de habla 

Náhuatl (lxhuatlancillo. Veracruz. San Pedro Atocpan y Santa Ana 

Tlacotenco, Delegación Milpa Alta). 

c. Aplicar técnicas de biologia molecular (extracción de DNA. PCR. 

Digest~ón con enzimas de restricción y electroforesis en gel de 

agarosa) para la caracterizñción de los haplotipos. 
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La Importancia de la determinación de los haplotlpo de estos tres pacientes, 

nos sirve para tener referencia del Jugar de donde provienen, además de ser un 

indicio de la gravedad de Ja enfermedad. 

VI. Hipótesis 
Existe una alta frecuencia de portadores de hemoglobina S (variante 13") 

observada por electroforesis en población mestiza de Poza Rica, Veracruz en 

comparación con las de habla Náhuatl de lxhuatlancillo, Veracruz; san Pedro 

Atocpan y de Santa Ana Tlacotenco de la Delegación de Milpa Alta, D.F. 

Los haplotipos para la mutación Beta-S son africanos. 

VII. Diseño de investigación: 
Transversal, comparativo. 

VIII. Población 
Se estudiaron cuatro grupos humanos con individuos mayores de edad 

(de1 B a 60 ar'los): mestizos de Poza Rica Ver. figura 11, (Población problema) y 

tres de habla Náhuatl (Poblaciones control) lxhuatlancillo Veracruz, San Pedro 

Atocpan y Santa Ana Tlacotenco. Delegación Milpa Alta. D.F .. a quienes se les 

tomaron consentimiento informado y sus datos generales además de una muestra 

des mi de sangre periférica con anticoagulante EDTA. 

FJgura 11 Poza Rica. Veracruz= 

~----· 
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lxhuatlancillo Veracruz se localiza: Norte: La Perla. Sur: Nogales y Orizaba. 

Este: Mariano Escobado y Orizaba. Oeste: Maltrata23 figura 12. 

lxhu~tl.:mcillo ..... ,~ 

Figura 12 lxhuatlancillo, Veracruz 23 

Milpa Alta fue un antiguo asentamiento nahuatl. Actualmente es una de las 

16 delegaciones políticas que conforman el Distrito Federal. Con una extensión de 

27 828 ha, es una de las delegaciones rurales mas extensas del valle de México. 

Los nahuas de Milpa Alta habitan en doce pueblos figura 13: Villa Milpa Alta, que 

es la cabecera delegacional: San Antonio Tecomitl: San Francisco Tecoxpa; San 

Jerónimo Miacatlan; San Agustín Ohtenco, todos éstos situados al oriente de la 

delegación; San Pedro Atocpan, San Pablo Oztotepec, San Bartolomé Xicomulco 

y San Salvador Cuauhtenco localizados al sureste y, por último, al sur se 

encuentran San Lorenzo Tlacoyucan. Santa Ana Tlacotenco y San Juan 

Tepenahuac figura 13 .. 

____ ,.:__ 

-· ..... ·-· .. -........ - _ ...... ._ ..... ,°:..~:-~·-·- -·-
.................. _, -.-.............. . ··-·---··---··=¡_ 

Figura 13 Mapa de Milpa Alta24 
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El náhuatl que significa "hombre verdadero", es el nombre con que 

históricamente se conoce al grupo. 

25 

Los pueblos que registran un número mayor de hablantes de náhuatl son 

Santa Ana Tlacotenco, San Lorenzo Tlacoyucan y San Pablo Oztotepec. 

Actualmente Jos milpaltenses interactúan cotidianamente con Ja población 

urbana de la ciudad de México. Para el corte del nopal se contratan indígenas 

provenientes de Oaxaca, Puebla. Veracruz y Estado de México24
• 

IX. Criterios de inclusión 
./ Individuos adultos. aparentemente sanos, de uno y otro género, no 

emparentados entre si, cuyos padres y abuelos hayan nacido en Ja misma 

población y acepten participar en el estudio. 

X. Criterios de exclusión 
Individuos menores de edad (menores de 18 años). 

Individuos que no acepten participar. 

XI. Criterios de-eliminación 
Mujeres embarazadas 

Individuos que no pertenezcan a los Jugares señalados 
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XIII. Material 
Recolección de muestras sanguíneas 
• Cajas de polietileno para su transporte • Ligaduras 
• Tubos al vacío (Vaccutainer) con EDTA 

disódico como anticoagulante con capacidad 
de 5ml. 

• Torundas 
• Guantes 

Separación de rojos y blancos 
Pipetas Pasteur. 

• Chupones para pipetas Pasteur. 
• Tubos de ensayo 13 x 100. 

Electroforesis de Hemoglobinas 
Pipetas de volumen ajustable 0.5-
1 Ofd y 20- 200ftl. 
Puntas desechables para las pipetas. 

• Tubos de ensayo 13x100. 

• Centrífuga. 
• Gradilla. 
• Guantes. 

Equipo v accesorios 
• Sistema *'Hidrasys sebia"\ 
• Cámara Húmeda. 
• Contenedores. 

27 

Gradilla. 
Kit Hidragel 15 Hemoglobin: 

• Geles de Agarosa. 
• Esponjas tamponadas ( tris 

• PC con "'Hardware"' ("'escáner"') 
""software" ("'Phoresis"') para la 
determinación semicuantitativa de las 
bandas del gel. 

barbital pH9.0; azida sódica). 
• Colorante Negro Amida. 
• Solución hemolizante. 
• Aplicadores. 
• Papeles de filtro. 
• Solución decolorante. 
• Solución de lavado Hydrasis. 

• Solución salina (NaCI 0.15M (9gll) en 
agua destilada o desionizada.) 

Extracción de DNA 
• Pipetas Pasteur. 
• Tubo plástico Eppendorf. 
• Solución Hipótonica (Tris HCI 1 OmM 

pH 7.8. MgCl 2 5mM. NaCI 10mM). 
• Solución salina. 
• SDS. 
• Cloruro de sodio saturado. 

• Etanol al 100%. 
• Etanol ar 70%. 
• Estufa. 
• Agua estéril. 
• Refrigerador. 
• Microcentrifuga Eppendorf modelo 

5415C. 
• Guantes. 
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Concentración DNA 
* Agua estéril. 
... Pipetas semiautomáticas de volumen 

variable. 
* Puntas desechables para las pipetas . 

* Espectrofotómetro UL TROSPEC 
2000 DIGITAL. 

* Celdillas para poder leer la muestra. 
... Guantes. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Pipetas de volumen ajustable: 0.5- .s. Mg C12 . 

10¡< L 5-40¡<L 20-200¡<L. .s. dNTP"s . 
.z. Puntas desechables para las pipetas. Agua estéril. 

Tubos Eppendorf. Taq polimerasa. 
Microtubos para PCR. .a. Termociclador. 
Campana para PCR. Guantes. 
Gradilla. -.. Primer-s Sutton25: 

.z. Baño de hielo. 0,1,2.3,4,5.6,7,8,9,10,11,12. 
Buffer. 

Electroforesis 
:::i: Cámara de electroforesis horizontal. 

l'\/licroondas. 
= Matraz Erlen Meyer. 
= Fuente de poder 250 volt. 
= Pipeta de volumen ajustable: 

0.5-1 O¡d 
= Papel parafilm. 

Corte con enzimas de restricción 
• Pipetas de volumen ajustable. 
• Puntas desechables para las 

pipetas. 
• Campana para PCR. 
• Tubos Eppendorf. 
• Termociclador. 
• Guantes. 

:: Buffer TAE (Tris acetato EDTA). 
= Agarosa. 
= Bromuro de etilo. 
= Guantes. 

• Amplificado. 
• Agua estéril. 
• Buffer 
• Enzima para cortar: 

-+ Xmnl. 
-+ Hdlll. 
-+ Hell. 
-+ Hfl. 
-+ Hpal. 
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XIV. Metodología 

Extracción del DNA de sangre periférica 
1 ¡ Extraer 5ml de sangre mas 50 ~d de EDTA 0.5M pH8. 

2> Mezclar y centrifugar 20 minutos a 3 OOOrpm. 

3) Retirar la capa de blancos con una pipeta Pasteur y llevar a un tubo de 

plastico Eppendorf de 1.5ml. 

-l) Agregar solución hipótonica (Tris HCI 10mM pH7.8. MgCl2 5mM. NaCI 

10mM) a 'll.ó partes del volumen del tubo. 

5 l Mezclar y dejar reposar 1 O minutos a temperatura ambiente; centrifugar 

1 O minutos a 3 500rpm. 

Cll Desechar el sobrenadante. Lavar una vez más con solución hipótonica. 

7) Mezclar y centrifugar 1 Ominutos a 3 500rpm. 

S) Desechar el sobrenadante. 

1 >) Pasar a dos tubos de 1.5ml. 

ICllResuspender en 443¡tl cada uno de NaCI 5mM dejar reposar 5 minutos. 

1 1 ¡Agregar 23.Ltl de SOS al 1 0% a cada uno. 

12lAgitar suavemente de 5 a 10 minutos manualmente. 

13 ¡Agregar 154¡d de NaCI saturado. 

1 _¡¡Agitar y centrifugar 15 minutos a 1 O OOOrpm. 

15 )Extraer con fenal-cloroformo ó precipitar con etanol al 1 OOo/o 2.5 volúmenes. 

1 h >Hacer 3 lavados con etanol al 70~~-

I-; >Dejar secar en estufa por 15 minutos (para evaporar el etanol) 
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Electroforesis 
El término electroforesis se puede definir como la separación de 

macromoléculas de acuerdo a su carga eléctrica. a través de un medio aplicando 

un campo eléctrico. La velocidad migración es función de la densidad de carga, 

por lo que se podrán separar unas particulas de otras con arreglo de esta 

propiedad. A su vez la densidad de carga de la partícula será función de una serie 

de parémetros que marcan las condiciones experimentales de la electroforesis: 

pH. fuerza iónica, gradientes de voltaje. interacciones de soporte etc. 

l. Preparar el gel de agarosa al 1 %. 

:.1) Pesar 0.2g de agarosa 

hl Disolver con 20ml de TAE 1X (Tris acetato EDTA pH8). 

e) Poner a calentar a 50°C o hasta ebullir en el microondas no dejar mas 

tiempo pues se puede derramar o consumir. 

11 Esperar a que se enfrie (lo que soporte la mano); y agregar 1~11 de bromuro de 

etilo 1 O~tg/ .ul. agitar. 

111 Enjuagar con agua corriente la placa para electroforesis (dejarla húmeda), y 

colocarla en la célmara. Con las ligas en posición vertical. verificar 9ue l_~s ligas 

estén bien colocadas. 

I\" Verter el gel en la placa para electroforesis y colocar el peine:, Espérar a ·que 

solidifique. 

,. Ya solidificado el gel sacar el peine y la placa colocarla en posición horizontal. 

Llenar la ca.mara con el buffer TAE 1 X. 

,., En papel parafin colocar una gota de colorante por muestra y mezclar con cada 

uno de ellos respectivamente. 

\'ti. Colocar la muestra homogeneizada con el colorante en el pocillo. 

\·111. Conectar la cámara y correr a 11 OmAmpers. Por.30 minutos. 

Nota: Verificar hacia que dirección corre la muestra para que no se salga del gel. 
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Técnica para leer concentración de DNA 
Se lee la concentración de una muestra en un espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 260nm que pertenece al espectro de ultra violeta (UV) la cual 

abarca de 100 a 400nm. 

El espectrofotómetro que utilizamos es el ''UL TROSPEC 2000" digital. 

Se enciende el equipo. 

: Permitir que pase la etapa de autocalibración. 

Presionar la tecla "'fuction·· 

Con las flechas se selecciona la región en la que se lleva a cabo la lectura para 

así encender o apagar la lampara con la tecla "enter". 

r La tecla "Stop" sirve para salir. Se deja calentar por 30minutos. 

Al cabo de este tiempo se presiona la tecla modo se selecciona absorbancia 

con las flechas horizontales. posteriormente Bcidos nucleicos y con las flechas 

verticales ONA se presiona la tecla "enter". 

En la pantalla apareceré /a palabra "'insert reference"' lo que indica que podemos 

poner el blanco. Presionarnos la tecla ··enter". 

Aparecera la palabra "Bakgrown" presionamos .. enter". 

Aparecerá "Set reference" presionar la tecla "set reference·: 

Aparecerá en pantalla ··settin reference ... ··en unos instantes se quitará 

Ya ajustado el blanco podemos comenzar a leer nuestras muestras. 

El volumen total de Ja celdilla es de 1 OOpl. 

El blanco que utiliz<Jmos es agua: y colocamos 98~d de esta para leer el blanco. 

Posteriormente colocamos 2p/ de la muestra y homogeizamos dentro de la 

celdilla. 

Presionamos la tecla "Run ··y comienza a leer. 

Nos reporta lecturas a 260nm (DNA) 280nm (PROTEINAS) y la relación entre 

estas dos 260/280 Presionando la tecla ·J.". 

Registrar las lecturas. 

Al terminar se presiona la tecla "Stop" y posteriormente .. Fuction"para apagar la 

lámpara de UV y se apaga el equipo. 
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~ El calculó de la concentración se realiza de la siguiente manera: 1densidad 

óptica es a 50nghd nuestra lectura a 260nm es a X. Este resultado se multiplica 

a su vez por el factor de dilución que en este caso es 1:50. 

~ Al terminar de utilizar las celdillas enjuagar con etanol y dejar escurrir en un 

trozo de papel, para posteriormente guardarlas en su caja. 
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Amplificación de DNA por Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) 

33 

La Reacción en Cadena de la Polimersa es una técnica ampliamente usada 

para la amplificación especifica de una secuencia de DNA. Una simple reacción de 

PCR consiste de un set de Primers que cortan una secuencia de DNA, una DNA 

polimerasa termoestable, y cuatro deoxinucleótidos trifosfatos (dATP, dGTP, dCTP 

y dTTP) en una solución buffer que estabiliza la reacción. 

La pureza y la concentración de los compuestos tiene un profundo efecto en 

el transcurso de la reacción. 

A. Limpiar con etanol la campana (PCR CHAMBER). 

U. Colocar dentro las puntas (amarillas y blancas) pipetas y tubos. Todos 

destapados. 

C. Encender la lámpara de UV por 10 minutos. 

D. Al cabo de este tiempo. limpiar con etanol una ampolleta de agua para 

inyectables y destaparla. 

E. Reactivos para una reacción. 

Buffer10X ¡2.5¡11 

MgCl 0 50mM 10.8¡d 

dNTP"s 2.SmM ¡2.Sp 1 

Primer(") 20pM ¡ 1.25fd 

Primer('") 20pl\,1 ¡ 1.25pl 

H~O i 15.45fd 

Taq polimerasa 10.25.Ld 

DNA 200ng 1 >1.0fd 

Volumen total / 25fd 

•. ••. Corno se realizan amplificados de diferentes regiones del gen fl globina se 

utilizarán diferentes praimers que están listados en la tabla siguiente25: 
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Primers- Sutton ! Temperatura 1 Pb Enzima Fr11gmentos 
~;g • · 1 corte 
0-1 

2-3 

3.-1 

5-6 

7-8 

11-12 

52ºC 

~-5.¡oé--~-· 

55.9ºC 

,655 Xmn 1 : 205/450 

F caJOca·r ¡')rTmerci.ef-agua-.-pasteriormenleef &utter~IVT9c12. dNT'F>""S. primer· y··. 

Taq polimerasa mezclar y por último DNA. 

NOTA Todos los reactivos deben ponerse en un baño de hielo. excepto la Taq 

polirnerasa que se toma directamente del congelador (-20ºC). Para una número 

mayor de reacciones multiplicar por el número que se tenga contempladas de 

estas y considerar un blanco. 

G Marcar los tubos y colocarlos dentro del termociclador bajo las siguientes 

condiciones: 

32 ciclos 

94°C/5minutos seguido de 94ºC/40segundos; ***ºC/30segundos; 

70ºC/45segundos y un ciclo final de 72ºC/7minutos 4ºC/or.> 

••• En este punto se aplicará la temperatura que se encuentra en la tabla donde 

indica la temperatura especifica para cada una de las amplificaciones de las 

diferentes regiones del gen JI globina. 

Al terminar la amplificación sacar los tubos y ponerlos en hielo si es que se va a 

correr la electroforesis. si no guardar los tubos a -20°C. 
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Corte con enzimas de restricción 
A. Limpiar con etanol la campana (PCR CHAMBER). 

B. Colocar dentro las puntas (amarillas y blancas) pipetas y tubos. Todos 

destapados. 

c. Encender la lámpara de UV por 10 minutos. 

D. Al cabo de este tiempo, limpiar con etanol una ampolleta de agua para 

inyectables y destaparla. 

E. Reactivos para una reacción. 

Agua / 6ftl 

Buffer ¡ 1 fil 

Enzima para l 1pl 
cortar 

. 
Amplificado / 2fd 

La enzima a utilizar sera la correspondiente a la fracción amplificada. que se 

encuentra en la siguiente tab/a25
: 

F~~~@i!llifli 
0-1 5"-'·¡ 52ºC 655 Xmn 1 

2-3 5-l''C 782 Hind 111 

3--> - 55.9uc ____ 
769 Hiñd 111 

5-t) 5· ..• p .J.9''C 701 Hinc 11 

7-H 3- •. -.¡'. -ll'C tj1-l Hinc 11 

9-10 5·¡\ --la°C --
38~ 

--
Hinfi-

11-12 3·p -19'-'C 628 Hpa 1 

205/-150 

...#.36/346 

:tOG/360 

3-l0/3GT 

--·--·µ2/24 :¡- -- --- -- -· 

-- ~-161/-167 

F. ·c01oC8-,:·pririi8ro- e1-aQU.il~~iJQSt8rlorrTienie 8i -büffeJ-. lél--0r1.Zim8 para cortar. 

rvlezclar y por último amplificado. 

NOTA Todos los reactivos deben ponerse en un baño de hielo, excepto Ja Taq 

polirnerasa que se toma directamente del refrigerador. Para una número mayor de 

reacciones multiplicar por el número que se tenga contempladas de estas y 

considerar un blanco. 
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G. Marcar los tubos y colocarlos dentro del termociclador bajo tas siguientes 

condiciones: 

37ªC por 2 horas. 
H. Al terminar correr electroforesis. 
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Extracción de DNA del gel de agarosa 
Esta técnica nos permite obtener las bandas de DNA que nos son de 

interés además de poder purificarlo. 

• Colocar el gel en la cámara de UV. 

• Encender el UV y localizar las bandas de interés (no exceder pues el UV muta 

el DNA). 

• Cortar las bandas con una navaja estéril y colocarlas en un tubo perforado con 

fibra de vidrio esterilizada. 

• Este tubo colocarlo en un Eppendorf de 1.5ml y meter a congelador de -70ºC. 

• Cortar las tapas(no tirarlas pues se utilizaran después). 

Centrifugar a 1 O OOOrpm a 4ºC por 1 O minutos. 

Medir el volumen del sobrenadante; agregar la mitad del volumen de acetato de 

amonio 7.51\tl ó 1/3 si el acetato de amonio es 3M. 

• Agregar 2 volúmenes de etanol al 100%. Agitar 5minutos y centrifugar 1 O 

minutos a 10 OOOrpm a 4°C. 

• Tirar el sobrenadante y el precipitado lavarlo con etanol al 70% (3 veces). 

• Dejar secar el precipitado a 50ºC y resuspender en 12~tl de agua. 

Tomar 1 pi para electroforesis y otro para cuantificar la concentración. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



3S 

Electroforesis de Hemoglobinas 
® Muestras de sangre fresca con anticoagulante. son recomendadas para este 

análisis. Anticoagulantes comunes como EDTA o citrato son aceptables. Las 

muestras pueden ser almacenadas de 2 a 8ºC por 5 dlas. 

® Centrifugar la muestra de sangre a 5 OOOrpm por 5 minutos. 

® Desechar el plasma. 

® Lavar los glóbulos rojos 2 veces con 1 O volúmenes de solución salina 

® Hemolizar 5pl de glóbulos rojos con 130~tl de solución hemolizante. 

® Vortexear por 1 O segundos e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

qy Centrifugar 10 minutos a 5 000rpm. 

® Encender el HYDRASYS LC Sebia y seleccionar el programa de migración 

correspondiente. 

rfD Sacar la cámara húmeda del refrigerador. 

® Sacar uno de los aplicadores o los que se necesiten de la caja. 

C!l• Ponerlo en una superficie plana. con los números de los pocillos hacia arriba. 

((D Aplicar S~d del homogeneizado (muestra más solución hemolizante) en cada 

pocillo. La carga de cada aplicador debe realizarse en menos de 2 minutos. 

·i!,1 Inmediatamente después de última aplicación de muestra. proceda como sigue: 

Abra la camara húmeda. 

... Tomar el aplicador por el marco protector de los dientes. 

• Poner en las ranuras. CON LOS DIENTES HACIA ARRIBA. 

.. Cerrar la camara húmeda. 

"' Esperar durante un mínimo de 5 minutos. 

~iD Proceder del mismo modo con el segundo aplicador al analizar 30 muestras. 

e:· Abrir la tapa del módulo de migración y eleve el soporte de los electrodos y el 

aplicador. 

r!lJ Sacar las esponjas con solución amortiguadora de su envoltorio. tomarlas por 

Jos extremos de plé3stico. 
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® Ponga la esponja con solución amortiguadora en el soporte de los electrodos 

engarzando los extremos agujerados en los polos del soporte. El lado de la 

esponja tamponada en el que están sujetos los extremos de plástico entre en 

contacto con el electrodo. 

® Sacar el gel de su envoltorio. 

® Absorber el exceso de liquido de la superficie de líquido de la superficie del gel 

con papel filtro fino. No presione el gel, y saque el papel inmediatamente. 

@ Aplicar 200~d de agua destilada o desionizada en el tercio inferior del marco 

inipreso en la placa del módulo de migración. 

19 Colocar el lado inferior del gel contra el tope situado debajo del marco impreso. 

<El Doblar el gel hasta que el reverso del plástico contacte con la gota de agua que 

está debajo. Haga descender el gel sobre la placa asegurándose de que no se 

formen burbujas de nire, distribuyendo el agua por debajo de todo el gel, 

asegur<3ndose de que el gel esté alineado con el marco impreso. 

·S Bajar ambos soportes. NO FORCE HACIA ABA.JO. 

Abnr la cámara húmeda. 

Tomar el aplicador por el marco protector de los dientes. Rompa el marco 

protector con cuidado. 

Colocar el aplicador en la posición " 4. IMPORTANTE: Los números impresos 

en el aplicador de muestra deben estar siempre dirigidos hacia el operario. 

Cerrar la tapa del módulo de migración del HYDRASYS LC. 

Iniciar el procedimiento de migración inmediatamente presionando la tecla 

verde > del lado izquierdo del teclado. 

La muestra migra bajo las siguientes condiciones: 340V constantes 25°C. 

Coloración decoloración 

Cuando el gel este listo para la decoloración, sacarlo del módulo de migración y 

ponerlo en el soporte del gel como sigue: 

Abrir el soporte del g~I. 

Ponerlo en la superficie plana. 
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Colocarlo el gel en las ranuras de las varillas late:irales, con el lado de la agarosa 

hacia el operario. 

Cerrar las varillas, asegurándose de que el gel esté colocado correctamente. 

Poner el soporte del gel en el compartimiento de coloración y seleccionar el 

programa Hb total . 

Presionar la tecla verde > para iniciar la coloración. 

Ó Al terminar sacar la placa ya teñida 

ó Colocarla en el escáner 

Leer. 
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XV. Resultados· 
Resultados de las frecuencias de hemoglobinas 

Con el propósito de ejemplificar los resultados obtenidos en las 
electroforesis de hemoglobinas en medio alcalino, Ja figura 14 nos muestra el 
corrimiento de las hemoglobinas AA. AF. SS. y AS obtenidos en el estudio. 

AF AA SS AA AS 

---------------! --·-----.-
1 .... ;, ... ,. .... :.. ~ ..... ; ••• .¿ ~, 1 ....................... ~ .. ;. i· ~- •' ~ .. 

1 ·-~..... :. 

Figura 14 Dos ejemplos de las electroforesis realizadas a las cuatro poblaciones en estudio, 
donde se observa corrimiento de Hb AA. AS. AF y SS. 

El porcentaje de las hemoglobinas (AA; SA y SS) encontradas en cada una 
de las poblaciones estudiadas se expone en la tabla 4 en la cual observamos que 
el porcentaje más alto de hemoglobina SA se encontró en la población de Poza 
Rica Veracruz. Siendo ausente en las poblaciones de San Pedro Atocpan y Santa 
Ana Tlacotenco y casi nulo en lxhuatlancillo Veracruz. 

Tabla 4 Porcentaje de hemoglobinas encontradas en las ooblaciones. 
l l"uhla1..·i1·1n 1 :-i.; I ·~1. llh '·' j ";,l(h S~ ! ·~;.llh SA 
1 1'1•/.1 Rica \".:racru,• 1 8" l S::' -"' 1 • 1 1 -l o I 
; ¡,11t1.1tla11i.:dln \"i:r;ii.:ni.- 1-l•• ! q- 82 17 

1 S.111 f'i:Jrl• .-\!<•i.:1~.111 i -...i 1 14141 

i ..... 1111.1 .·\n.i 1 l .. 11 .. ·1111..·n..:" 1 ...¡2 J 1110 

n - Numero de muestras estud1ad.:::is 

La frecuencia de los alelos A y S en las poblaciones estudiadas se pueden 
ver en la tabla 5. La cual nos muestra que la frecuencia del alelo S es alta en la 
población de Poza Rica Veracruz en comparación con la de las demás 
poblaciones estudiadas. 

Tabla 5 Frecuencia de alelos A y S en las oblaciones estudiadas 
) Pnhladuru.·.. l 11 1 S 1 ·' T111;1I 
i p,,,·.1 R1..:.1 o.•l•l'l•> / X•I n ¡,-;---;o o "~h') 
, ...,.111 l'!.!Jro ;\Cn..:p;111 1.0 1 -2 1 1 1 () 

1 .12 1 1 1 () 

1-lh 1o010•1 I o 9S'll 
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Los limites del porcentaje de Hb A1 A2 F y S de las cuatro poblaciones se 
expone en la siguiente tabla: 

·ruhJu h Lí111irc' .. upcrior e iuf~rior del 'Y.. de hcntoi.:lohina 
Heu.oglobinn~ rozu RJca \.. rrucrtLI: 1-.:huudanclllo Vcrac:ruL Su.n P~lro .\.tc.t<'pan Sattitn A.na 

l lucotenc-o 

ICI()";, ltJO";, 100"., <)<).!"., 

1 l lh .\~ SupL·rt111 
¡ lllfL•J hll" 

1 l lh I· SupL•rt11r 

¡__~~-'~"-''-"'-"-"~-+-~~~~~~~~+-7~~~~~~~~~-+-~~~~~~~~-+-~~~~-l 
! , ,h ~ ~:~r~· 11~1,~'.' 

El equilibrio Hardy-Weinberg de cada una de nuestras poblaciones se 
evaluó en las tablas 7-1 O. l\tlostrando que las cuatro poblaciones se encuentran 
dentro del equilibrio. 

Tabla 7 Equilibrio H.ardy-Woinborg de la población de Poza Rica Veracruz 
o - 'Y. o d dJ •' 

Observ•do E •pcrado 

' .\ 

'ICll \l ''I! ' 1 1 1 ~ º--~·lJO 

·-F;:~~c-;-;:;-G.~1 A= (f5l)í3:::; 5--;r5--¡-5!)3·s-~X~"iYTu =No S1gnit1cat1vo 

Tabla 8 Equilibrio Hardy-Weinberg de l.:i población de lxhu.:Jtlancillo Ver.:Jcruz 
o .,,,_ •/. o d dl ,i 

Obser-Yado E..pcrado 

,, 1 ~ 1 - 1 1 1-

' 1 -
-¡·-.~.,~,~,~~~,__~~~~~~~~~.-~~-,--~~-,-~~~-;-~~-¡ 

Fr•!cuenc1.o Génica A::;:; O 9891 S::;:; O 0109 X.:'.= O ::;:;No S1grnf1callvo 
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Tabla 9 Equilibrio Hardy~Wcinbcrg de la población do San Pedro Atocpan 

Frecuencia Genic~. A= 1 .0000 S=O 0000 x~ =O = No S1gn1ficat1vo 

Frecuencia Gen1ca. A= 1 .0000 S=0.0000 X;:= O= No Sigmficotivo 
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Los siguientes gráficos muestran la frecuencia y el porcentaje de las 

diferentes hemoglobinas (A, S y F) encontradas en cada una de las poblaciones 

estudiadas. 

El gráfico muestra el porcentaje y frecuencia de las diferentes 

hemoglobinas en la población de mestizos de Poza Rica Veracruz donde 

observamos una mayor frecuencia de Hb A1 con una ligera baja. Un porcentaje 

normal de Hb A2 en la mayoría de la población y se presenta también algunas 

barras altas las cuales indican los tres pacientes homocigotos para la Hb S y 

finalmente algunos casos de Hb F que están dentro de lo normal. 

GRAFJCO l. PORCENTAJE Y FRECUENClA DE LAS DISTINTAS HE:\.fOGLOBINAS EN 
UNA POBLACIÓN DE 1\.-lESTIZOS DE POZA RICA.. VE.RACRUZ 
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El gráfico 2 muestra el porcentaje y frecuencia. de las.· diferentes 

hemoglobinas en la población de habla náhuatl .de' San. Pedro.Atocpan donde 

observamos una mayor frecuencia de Hb A1. Un porcentaje normal de Hb A2 y 

finalmente algunos casos de Hb F que están dentro de lo normal. La Hb S se 

encuentra ausente dentro de esta población. 

GRAFlCO :!. PORCE!'\IJ.l\.JE Y FRECUEN'CL·\ DE LAS DISTINTAS HE.'vIOGLOBINAS ES 
lJNAPOBLAClÓN DE HABLA NAHUATL DE SA.. ..... PEDRO ATOCPA.....; 

LL'-1ITE 'SV'PERIOR 
LI:...UTE l!'.'FEIUOR 

HbAl 
100 o·~•. 
•)7.1~ ... 

Hb.--\2 HbS 
nn~;, 

ou~ .. 

HbF 
l 7~'Ú 

o.o~.,; 
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El gráfico 3 muestra el porcentaje y frecuencia de las diferentes 

hemoglobinas en la población de habla náhuatl de Santa Ana Tlacotenco donde 

observamos una mayor frecuencia de Hb A 1. Un porcentaje normal de Hb A2. La 

Hb S se encuentra ausente dentro de esta población, lo mismo que la Hb fetal, lo 

cual es normal 

GRAFJCO 3. PORCENTAJE Y FRECUENCIA DE LAS DISTINTAS HEMOGLOBINAS EN 
UNA POBLACIÓN DE 1-L'\.BLA NAHUATL DE SA,,'JTA ANA TLACOTENCO 
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El gráfico 4 muestra el porcentaje y frecuencia de las diferentes 

hemoglobinas en la población de habla náhuati de lxhuatlanclilo Veracruz donde 

observamos una mayor frecuencia de Hb A1. Un porcentaje normal de Hb A2 y 

finalmente algunos casos de Hb F que están dentro de lo normal. La Hb S se 

encuentra en un bajo porcentaje o es casi nula dentro de esta población. 

GRAFICO 4. PORCENTAJE Y FRECtJENClA DE L..-'5 DISTINTAS HE.'-10GLOBINAS EN 
UNA POBLACIÓN DE HABLA N..-\.HUATL DE lXHUATLA .. "iCJLLO. VERACRUZ 
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Resultados de la caracterización de haplotipos de los tres 
pacientes homocigotos de Hb S 

Las siguientes figuras ilustran las electroforesis de los amplificados de las 

diferentes regiones de la familia beta globina junto con los cortes con las 

diferentes enzimas de restricción 

Los productos de los amplificados de las regiones 1,2,5 de la familia p globina se 

analizaron por electroforesis en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. 

El marcador de peso molecular se encuentra en ambos extremos. 

Los pacientes M y F no hubo corte con la enzima Xmn 1 en la región 1. 

El paciente C si presenta corte con la enzima Xmn 1 en la región 1. 

Los pacientes M. F y C presentan corte con la enzima Hind 111 en la región 2. 

Los pacientes M y F no hay corte con la enzima Hinc 11 en la región 5. 

El paciente C presenta corte con la enzima Hinc 11 en la región 5. 

FIGURA :i 5: Electroforesis de los amplificados de las regiones 1,2 y 5 dela familia j\ globina 

en tres homocigotos parara mutación ¡\S. 

Mar= marcador de peso molecular. M= paciente 1. F= paciente 2; C= paciente 3. 

C=cortado S/C= sin cortar 

Er..::nnas ut1l1.;:aaas 1= Xmn 1, 2=Hmd 111: 5= Hmc 11 
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Los productos de los amplificados de la región 4 de la familia b globina se 

analizaron por electroforesis en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. 

Los pacientes M y F no hay corte con la enzima Hinc 11 en la región 4. 

El paciente C si hay corte con la enzima Hinc 11 en la región 4. 

FIGURA 16: Electroforesis de los amplificados de la región 4 de la familia p globina en tres 
homocigotos para la mutación ps. 
1\1= oac1ente 1 F= pacrente 2. C.= paciente 3; C=cortado. SIC= sin cortar. 
En.:1ma ut11J.::ada H1nc 11 
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Los productos de los amplificados de las regiones 6 y 7 de la familia b globina se 

analizaron por electroforesis en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. 

Los C y F no hay corte con la enzima Hinf 1 en la región 6. 

El paciente M si hay corte con la enzima Hinf 1 en la región 6. 

Los pacientes M. F y C presentan corte con la enzima Hpa 1 en la región 7. 

FIGURA 17: Electroforesis de los nmplificndos de las regiones 6, 7, y repetición de 
CS. C2 y C1 la fnmilin 1 ~ globin.;:i en tres homocigotos pnra In mutación ¡\5 

f\.L:ir= mwrcndor de peso niolecular; 1\1= paciente 1, F= paciente 2; C== paciente 3; 
C=cortado; SIC= sin cortar 
En21rnns ut1l1zudas: 6=H1nf 1 y 7= Hpa 1 
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Los productos de Jos amplificados de Ja región 3 de la familia b gJobina se 

analizaron por electroforesis en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. 

Los pacientes M. F y C No hay corte con la enzima Hind 111 en la región 3 

FIGURA 18: Electroforesis de los amplific41dos de la región 3 de 141 familia f\ gfobin¡i en tres 
homocigotos para la mutación p 5 

1\.1.:ir= marcQdor de peso moleculnr; l'\1= paciente 1; F= paciente 2; C= paciente 3; 
C=cortado. SIC= sin cortar. 
En;:1n1a emplead<l Hmd 111 
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En cuanto a la caracterización de los haplotipos las electroforesis de los 

cortes con las enzimas nos arrojaron los siguientes resultados: 

Tabla 11 Resultados de cortes con enzimas de restricción 

Paciente 1 

Paciente 1 

-Pac1entel 

1 

2" 

3" 

+ 

+ 

Bantú 

Bantú 

Bantú/ 

Arabia

Snudita 

Lo que nos indica que el paciente presenta el haplotipo Bantú al igual que 
el paciente 2. Y el paciente 3 es heterocigoto para el haplotipo Bantú / Arabia 
Saudita. 
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XVI. Discusión de Resultados 
Del total de individuos estudiados en Poza Rica Veracruz. solo se tomaron 

en cuenta los que no tienen parentesco para el calculo del equilibrio Hardy

Weinberg ya que esto afecta el equilibrio dirigiéndolo en una dirección. Como se 

muestra en la tabla 7 a 1 O la población estudiada se encuentra en equilibrio 

génico. En la tabla 5 se observa que la frecuencia de individuos de Poza Rica 

presentó el mayor índice de portadores de Hb S. Ésta se comparó con las tres 

poblaciones control de habla nahuatl donde sólo la de lxhuatlancillo, Veracruz 

mostró una frecuencia del 2C:1o contra el 15 1% de Poza Rica, Veracruz y el 0°/o de 

los dos restantes. Estos datos concuerdan con lo informado por otros 

investigadores2 · .J. . .::D. 27 v .::s. 

Algunos investigadores que muestrearon otras poblaciones de regiones en 

las costas occidental y oriental de la república. observaron una frecuencia variable 

de heterocigotos para Hb S. De aqui se destaca que en algunas poblaciones como 

Tamiahua. en la costa del Golfo. y Cuajinicuilapa y San Marcos en el Pacifico. 

presentan una elevada frecuencia de heterocigotos de Hb S. semejante a la 

encontrada en Poza Rica. Veracruz. 

Esto se explica por la migración de africanos ocurrida durante la colonia a 

nuestro país. Se calcula que en 16~0 fueron traídos a rvtéxico 150,000 esclavos 

africanos. cuya mayor proporción es de origen Bantú y que su migración tiene 

Jugar principalmente por la costa oriental de l\t1éxico y en menor proporción por la 

occidental.:.' -2•3_ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



; 

Tnbl.a 12. Frocuenci.a de Hb Sen las costas del Golfo y del Pacifico de México 
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Por otra parte los resultados de las tres poblaciones de habla náhuatl coinciden 

también con las tablas donde observamos que la hemoglobina S está 

prácticamente ausente en indígenas. 

El equilibrio Hardy-Weiberg nos plantea que independientemente de que tan raro 

sea el homocigoto para un gen. la proporción de heterocigotos es 

sorprendentemente elevada y que la frecuencia de los genes permanece 

inmutable a través del tiempo.1. 
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T.obla 13. Frecuencia de Hb Sen poblaciones Indígenas de México 
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Con respecto a los haplotipos, 5 de los 6 cromosomas encontrados fueron Bantú y 
uno Arabia-Saudita, que esta de acuerdo a lo informado26

Y 
27 
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XVII. CONCLUSIÓN 

1. Se consiguió el manejo del equipo de electroforesis de hemoglobinas bajo 

condiciones óptimas y se analizaron las muestras de Poza Rica. Veracruz: 

lxhuatlancillo, Veracruz: San Pedro y Santa Ana Tlacotenco de la 

delegación Milpa Alta, D.F. 

2. La frecuencia de la hemoglobina S (frecuencia del alelo S) mutación 13• fue 

de 0.0730, 0.0000 y de 0.0109 en población mestiza de Poza Rica, San 

Pedro Atocpan. Santa Ana Tlacotenco e lxhuatlancillo respectivamente. 

3. Se compararon los resultados de las poblaciones estudiadas. encontrando 

mayor frecuencia en mestizos con respecto a los de habla náhuatl. Lo que 

cumple con la hipótesis. 

4. Al aplicar técnicas de biología molecular (extracción de DNA, PCR, 

digestión con enzimas de restricción y electroforesis en gel de agarosa) se 

logró la caracterización de los haplotipos de los tres pacientes mexicanos 

con anemia de las células falciformes. 

5. Los haplotipos de la mutación t~~~ son africanos: dos homocigotos del tipo 

Bantú y un heterocigoto Bantú/ Arabia-Saudita que también es Africano. 

Este trabajo ayuda a la caracterización de la población mexicana. 

Se recomienda estudiar un número mayor de individuos. ademas de algunos 

otros poblados del estado de Veracruz para así poder comparar y tener un 

estudio más completo de Veracruz con respecto a la anemia de las células 

falciformes. 
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