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3Qué se sabe del tema que trata este estudio?

Se ha establecido en la literatura la relevancia de haplotipos defini-
dos asociados con el desarrollo de Anemia Falciforme. Estos haplo-
tipos son mds frecuentes en grupos étnicos especificos. Adicional-
mente, se ha definido un segundo grupo de mutaciones importan-
tes para la prognosis, diagndstico y tratamiento farmacolégico de
Anemia Falciforme, atin pendiente definir si se expresard diferen-
cialmente en diferentes grupos étnicos

Resumen

La anemia falciforme (AF) es la enfermedad genética mds frecuente del mundo. Hay paises con pro-

$Qué aporta este estudio a lo ya conocido?

Utilizando bases de datos publicas, se analiz6 y compard la distribu-
ci6n poblacional de mutaciones relevantes para el diagnéstico, tra-
tamiento y prognosis de Anemia Falciforme. Utilizando un modelo
automatizado de correlacién logistica encontramos que muchas
de las mutaciones se encuentran presente con mayor frecuencia en
algunos grupos étnicos. Esta informacion es relevante porque cla-
rifica y apoya la importancia de la caracterizacion genotipica en el
tratamiento de una enfermedad genética como Anemia Falciforme
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gramas de salud publica masivos para la deteccion temprana esta condicién. Varios haplotipos espe- Base;

cificos y polimorfismos de una sola base (SNPs) se han asociado en la literatura con la prognosis de
AF. Objetivo: Demostrar la correlacion significativa de SNPS relevantes para el diagnéstico y progno-
sis de AF entre diferentes grupos étnicos. Metodologia: se analizaron las frecuencias poblacionales y

Hemoglobina Fetal;
Grupos Etnicos;
Bioinformatica

correlaciones entre varios SNPs relevantes para la prognosis de AF (ej: niveles basales de hemoglobina
fetal), respuesta a tratamiento con hydroxiurea y respuesta a otras drogas utilizadas en el tratamiento
de AF. Los datos fueron obtenidos de bases de datos genémicos validadas entre diferentes grupos
étnicos. Resultados: Los célculos del equilibrio de Hardy-Weinberg y la regresion logistica fue exito-

Correspondencia:
Rafael Barra
rafael.barra@usach.cl

Editado por:
Luisa Schonhaut Berman

Como citar este articulo: Andes pediatr. 2024;95(1):41-52. DOI: 10.32641/andespediatr.v95i1.

ebitoriaL_qiku


https://orcid.org/0000-0003-3563-6677
https://orcid.org/0000-0002-2898-3729
mailto:rafael.barra@usach.cl

ARTICULO ORIGINAL

Anemia Falciforme - B. Cayupe et al

sa en clasificar los grupos étnicos, Africano (0 = 0,78, 1 = 0,89), y con menor eficiencia; Americano
(AMR) (0 = 0,88, 1 = 0,00), Asia del Este (EAS) (0 = 0,80, 1 = 0,00), Europeo (EUR) (0 = 0,79,
1 = 0,00), y Sud-Asidtico (SAS) (0 = 0,80, 1 = 0,00). Conclusiones: Estos resultados, extienden los
trabajos previos y muestran que el perfil de mutaciones de la mayoria de los SNPs analizados, pre-
senta distribuciones estadisticamente significativas entre grupos étnicos generales, apuntando a la
necesidad de realizar programas de testeo masivo de SNPs para AF en pacientes diagnosticados con
esta patologia. Se concluye que la aplicacién de un programa amplio de genotipificacién de mutacién
generara una respuesta mas eficiente y personalizada en el tratamiento de AF.

Abstract Keywords:

Sickle Cell Anemia;
Sickle cell anemia (SCA) is the most common genetic disease worldwide. There are countries with Single Base
massive public health programs for early detection of this condition. In the literature, several spe- ~ Polymorphisms;
cific haplotypes or single-base polymorphic variants (SNPs) have been associated with the SCA  Fetal Hemoglobin;
prognosis. Objective: To demonstrate the significant correlation of SNPs relevant to the diagnosis ~ Ethnic Groups;
and prognosis of SCA among different ethnic groups. Methodology: we analyzed population fre- Bioinformatics.

quencies and correlations of several SNPs related to the prognosis of SCA (i.e., baseline fetal he-
moglobin levels), response to hydroxyurea treatment, and response to other drugs used in the SCA
treatment, collected from validated genomic databases among different ethnic groups. Results:
The calculation of the Hardy-Weinberg equilibrium and the logistic regression was successful in
classifying the ethnic groups as African (0 = 0.78, 1 = 0.89), and with a lower efficiency as Ameri-
can (AMR) (0 = 0.88, 1 = 0.00), East Asian (EAS) (0 = 0.80, 1 = 0.00), European (EUR) (0 = 0.79,
1 =0.00), and South Asian (SAS) (0 = 0.80, 1 = 0.00). Conclusions: The results extend those from
previous reports and show that the profile of most of the SNPs studied presented statistically sig-
nificant distributions among general ethnic groups, pointing to the need to carry out massive early
screening of relevant SNPs for SCA in patients diagnosed with this disease. It is concluded that the
application of a broad mutation detection program will lead to a more personalized and efficient
response in the treatment of SCA.

Introducciéon

En la actualidad, la enfermedad de células falci-
formes (ECF), mas conocida como anemia de células
falciformes (ACF), es una enfermedad genética comun
distribuida por todo el mundo'. La ACF es diez veces
més prevalente en Africa (1.125 por 100.000 nacidos
vivos) que en el resto del mundo (112 por 100.000 na-
cidos vivos) y menos frecuente en Europa (43,12 por
100.000 nacidos vivos)®. Normalmente, en pacientes
adultos, la forma mds comun de hemoglobina (HB)
es la HbA, compuesta por dos cadenas alfa y dos ca-
denas beta'. La ACF ocurre debido a la sustitucién de
un residuo de valina por dcido glutdmico en la séptima
posicion de la cadena beta de la HB y se debe a una
mutacién por sustituciéon nucleotidica de adenina por
timina en el gen de la HB. Esta mutacién genera una
forma de HB denominada HbS y polimeriza en su esta-
do desoxigenado. La polimerizacién de la HbS genera
un cambio morfoldgico en el aspecto de los eritrocitos,
adquiriendo forma de hoz. Cabe destacar que ademas
de la mutacion etiolégicamente responsable de la ACF,
existe la co-ocurrencia de otras combinaciones alélicas,
generando cinco haplotipos?, los que han sido asocia-
dos a diferentes prondsticos de la ACF**.

ebitoriaL_qiku

Ademds, dentro de las alteraciones hemodindmicas
de la ACF, se producen fenémenos vaso-oclusivos los
que incluyen dafio a érganos y dolor®. La reoxigena-
cién de la HB recupera la forma estandar del eritrocito.
Sin embargo, este proceso los dana y provoca su degra-
dacién, causando anemia. La ACF presenta un mode-
lo de herencia autosémica recesiva lo que implica que
cada célula debe tener ambas copias con mutacion’.
Cada uno de los padres de un paciente con ACF debe
ser portador de una copia del alelo mutado, pero que
no muestran ni presentan sintomas®.

Las mayores incidencias de la ACF se observan en
regiones caracterizadas por infecciones endémicas de
malaria. Por este motivo, algunas zonas del Africa sub-
sahariana y del sudeste asidtico han mostrado inciden-
cias mds elevadas de ACF*. Sin embargo, los procesos
migratorios han modificado la matriz étnica y han ge-
nerado un nuevo reto para los sistemas y proveedores
de salud.

Normalmente, la ECF no se considera letal duran-
te la infancia; sin embargo, en la edad adulta, puede
causar infarto de miocardio y dafio renal, entre otras
enfermedades graves’. La ECF presenta un rango fe-
notipico muy heterogéneo y puede presentar com-
plicaciones que van desde muy leves hasta incluso la
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muerte en los pacientes pedidtricos™. Particularmente
en lo que respecta al tratamiento de la ECF, el objeti-
vo principal es aumentar los niveles de Hemoglobina
Fetal (HF) en el paciente. Actualmente, la hidroxiurea
se utiliza como fdrmaco antineopldsico de primera li-
nea para aumentar los niveles de HF’; sin embargo, la
respuesta al tratamiento con hidroxiurea presenta una
gran variabilidad entre pacientes.

La literatura resalta la importancia del diagnéstico
precoz y la identificacién de mutaciones asociadas al
prondéstico de la ECF para prevenir o reducir sus efec-
tos dafiinos®. Asimismo, se ha destacado la importan-
cia de personalizar el tratamiento de la ACF, incluida
la posibilidad de realizar un screening neonatal’. Se han
identificado diferentes mutaciones puntuales (SNP)
relacionadas con el diagnéstico, prondstico y respuesta
al tratamiento. Principalmente, los niveles de HF son
cruciales para determinar la gravedad de la ACF>". La
identificacién de los SNPs es un avance en el desarro-
llo de la medicina personalizada, especificamente en la
ACF, donde recientemente se ha destacado la impor-
tancia de los modificadores genéticos de la variabili-
dadll,IZ'

En este trabajo se analizaron bases de datos para
una recopilacién de mutaciones identificadas como re-
levantes para el tratamiento personalizado de la ACF.
Posteriormente, utilizando herramientas bioinforma4-
ticas para el andlisis de datos, pudimos reconocer los
SNPs relevantes como predictores en diversas pobla-
ciones o grupos étnicos. Las bases de datos dindmicas
generadas estardn disponibles en el sitio web https://
github.com/barralabusach y nos permitirdn caracteri-
zar y guiar el desarrollo de tratamientos personalizados
para la ACF en diferentes poblaciones.

Objetivo

Demostrar la correlacién significativa de SNPs re-
levantes para el diagnéstico y pronéstico de ACF con
diferentes grupos étnicos.

Metodologia

Flujo de trabajo general

Se revisé la literatura y se seleccionaron SNPs
significativos tanto para el diagndstico como para el
prondstico de la ACF. Para cada SNP seleccionado,
se descargd la informacién genémica individual para
cada poblacién estudiada de la base de datos “1000 Ge-
nomes”'?. Utilizando esta informacién, se generé una
nueva base de datos en la que se destacaron los alelos
y la informacién del genotipo. Una vez creada la base
de datos, se calcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg
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(HWE) v se cre6 un modelo de regresién logistica ca-
racterizando el perfil de los SNPs.

Seleccién y busqueda de los SNPs

Para la busqueda de los SNPs, estos fueron selec-
cionados de acuerdo con descripciones en la literatura,
estrechamente relacionados con los niveles de HF y la
respuesta al tratamiento con hidroxiurea. Los SNPs
seleccionados fueron validados de forma consistente
en un ensayo clinico, identificando el SNP de mayor
correlacién con la condicién clinica'.

Los criterios de inclusién utilizados para este en-
sayo clinico fueron similares a los publicados previa-
mente en la literatura: la presencia de HbS o HbS-B0
(talasemia) y rango etario entre 5y 21 anos. Los cri-
terios de exclusién fueron: embarazo, crisis de dolor
actual o reciente, fiebre o enfermedad aguda en las tres
semanas previas a la evaluacién, transfusiéon en los 100
dias previos o terapia transfusional activa y creatinina
sérica o transaminasas hepdticas anormalmente eleva-
das. Los hermanos fueron excluidos para garantizar la
independencia genética.

También se analizaron las frecuencias poblaciona-
les de los SNPs significativos para el tratamiento far-
macoldgico y la caracterizacién de los haplotipos en la
ECF (Tablas Suplementarias 1, 2 y 3 disponibles para
su descarga). Tablas 1 y 2 muestran la asignacién de las
categorias discretas (diagnéstico, pronéstico y niveles
de HF). Estos SNPs fueron identificados en la base de
datos gratuita “1000 Genomes” y con esta informacion
se generd una nueva base de datos dindmica. Luego de
seleccionar los SNPs de interés, se accedid a la base de
datos “1000 Genomes” (1000 Genomes Project Phase
3), disponible en la base de datos Ensembl (https://
www.ensembl.org/).

Posteriormente, se realizé la busqueda de cada SNP
y se recolectd la informacién correspondiente a sus fre-
cuencias alélicas observadas en 5 categorias ya descritas
por el proyecto “1000 Genomes”, que corresponden a
poblaciones humanas: (i) poblacién africana, (ii) po-
blacién americana, (iii) poblacién de Asia oriental,
(iv) poblacién europea y (v) poblacion de Asia del sur.
Se obtuvieron dos bases de datos; ambos conjuntos
fueron preprocesados con el lenguaje de programacién
Python 3.8.5. La primera base de datos se basé en la
frecuencia de alelo y genotipo para obtener un conjun-
to de datos que contiene 80 filas y 28 columnas (Tabla
suplementaria 4 disponible para descargar a pedido).
La segunda base de datos, que incorpora observaciones
individuales, se cre6 utilizando la biblioteca “get_dum-
mies Pandas Library” para convertir una variable cate-
gobrica en variables “ficticias/indicadoras” para aplicar
un modelo de regresion logistica. El conjunto de datos
generado contiene 87597 filas X 43 columnas (Cuadro
suplementario 5, disponible para su descarga).
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Tabla 1. Valores de Chi cuadrado y significancia de p en cada uno de los SNPs y poblaciones analizadas

SNP Poblacion Descripcién Valor de chi Valor de p
rs10128556 SAS Niveles basales de HF 354,4552 1,07E-77
rs10128556 AMR Niveles basales de HF 246,7468 2,63E-54
rs10128556 AFR Niveles basales de HF 566,0709 1,2E-123
rs10128556 EAS Niveles basales de HF 462,1858 4,3E-101
rs10128556 EUR Niveles basales de HF 316,4231 1,95E-69
rs10189857 EAS Niveles basales de HF 20,06321 4,4E-05
rs10189857 AMR Niveles basales de HF 92,1718 9,66E-21
rs10189857 EUR Niveles basales de HF 179,5613 1,02E-39
rs10189857 AFR Niveles basales de HF 447,1257 8,09E-98
rs10189857 SAS Niveles basales de HF 7,021048 0,029881
rs10494225 EUR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 517,4806 4,3E-113
rs10494225 AMR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 327,2085 8,86E-72
rs10494225 SAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 432,2749 1,36E-94
rs10494225 AFR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 448,2387 4,64E-98
rs10494225 EAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 528,2404 2E-115
rs11886868 AMR Niveles basales de HF 80,34456 3,58E-18
rs11886868 AFR Niveles basales de HF 28,48313 6,53E-07
rs11886868 EAS Niveles basales de HF 511,0362 1,1E-111
rs11886868 SAS Niveles basales de HF 210,5475 1,91E-46

rs172652 AFR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 49,54167 1,75E-11
rs172652 SAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 312,4771 1,4E-68
rs172652 EUR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 207,1368 1,05E-45
rs172652 EAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea inf 0
rs172652 AMR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 171,1094 6,98E-38
rs17599586 EAS % de cambio de HF inf 0
rs17599586 SAS % de cambio de HF 477,6657 1,9E-104
rs17599586 EUR % de cambio de HF 481,9601 2,2E-105
rs17599586 AFR % de cambio de HF 615,3077 2,4E-134
rs17599586 AMR % de cambio de HF 356,733 3,44E-78
rs2182008 EUR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea inf 0
rs2182008 SAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea inf 0
rs2182008 AFR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 201,9845 1,38E-44
rs2182008 AMR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 283,9491 2,19E-62
rs2295644 SAS % de cambio de HF 205,8865 1,96E-45
rs2295644 EUR % de cambio de HF 224,6866 1,62E-49
rs2295644 EAS % de cambio de HF 252,7167 1,33E-55
152295644 AMR % de cambio de HF 201,1632 2,08E-44
rs2295644 AFR % de cambio de HF 384,9919 2,51E-84
rs2310991 EAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 9,728914 0,007716
rs2387634 EAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea inf 0
rs2693430 EUR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 369,1575 6,89E-81
rs2693430 AFR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 52,07308 4,93E-12
rs2693430 AMR HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 227,9695 3,14E-50
rs2693430 EAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 235,4426 7,49E-52
rs2693430 SAS HF y HF en respuesta a Hidroxiurea 188,1194 1,41E-41
rs334 AMR Anemia de células falciformes inf 0
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rs334 AFR
rs380620 SAS
rs380620 EUR
rs380620 AFR
rs380620 AMR
rs4671393 EAS
rs4671393 AFR
rs4671393 SAS
rs4671393 AMR
rs4671393 EUR
rs4895441 EAS
rs4895441 EUR
rs4895441 SAS
rs4895441 AMR
rs4895441 AFR
rs5006884 SAS
rs5006884 AFR
rs5006884 EUR
rs5006884 AMR
rs5006884 EAS
rs61743453 AFR
rs61743453 AMR
rs7309163 AMR
rs7309163 AFR
rs7309163 EUR
rs7309163 SAS
rs7309163 EAS
rs7557939 EAS
rs7557939 AMR
rs7599488 AMR
rs7599488 AFR
rs7599488 EUR
rs7599488 EAS
rs816361 AFR
rs816361 AMR
rs816361 EAS
rs816361 SAS
rs816361 EUR
rs9319428 AFR
rs9693712 EAS
rs9693712 AFR
rs9693712 AMR
rs9693712 SAS
rs9693712 EUR

Anemia de células falciformes
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea

Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Regulacién de niveles de HbA2
Regulacién de niveles de HbA2
Regulacién de niveles de HbA2
Regulacién de niveles de HbA2
Regulacién de niveles de HbA2

HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea

HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
Niveles basales de HF
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea

HF y HF en respuesta a Hidroxiurea

HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea
HF y HF en respuesta a Hidroxiurea

HF y HF en respuesta a Hidroxiurea

669,7165
29,99445
53,55173
248,4805
106,0345
27,43307
24,83807
179,2484
32,2236
136,5117
351,4358
367,4829
463,6068
305,5343
661,9941
354,6249
407,6082
372,5312
268,4789
461,0498
728,4883
inf
225,011
44,29208
268,9595
234,6203
272,7217
511,0362
14,76837
87,10243
451,5556
184,4137
18,26966
508,6557
251,5265
316,4722
378,6624
339,2567
6,132478
323,1362
470,8223
104,695
48,71858
13,89978

3,7E-146
3,07E-07
2,35E-12
1,1E-54
9,44E-24
1,1E-06
4,04E-06
1,19E-39
1,01E-07
2,27E-30
4,86E-77
1,59E-80
2,1E-101
4,51E-67
1,8E-144
9,87E-78
3,08E-89
1,28E-81
5,02E-59
7,7E-101
6,5E-159
0
1,38E-49
2,41E-10
3,95E-59
1,13E-51
6,01E-60
1,1E-111
0,000621
1,22E-19
8,8E-99
9,02E-41
0,000108
3,5E-111
2,41E-55
1,9E-69
5,95E-83
2,14E-74
0,046596
6,79E-71
5,8E-103
1,84E-23
2,64E-11
0,000959

Los valores de Chi-cuadrado y p para el calculo HWE de SNP en las poblaciones estudiadas. Todos los SNP presentados presentan significa-
cion estadistica. Los SNP rs11886868, rs2182008, rs380620 y rs7599488 presentan desequilibrio en 4 poblaciones, y el rs2310991 (EAS),
rs2387634 (EAS), rs334 (AMR, AFR), rs61743453 (AMR, AFR), rs7557939 (EAS, AMR), rs9319428 (AFR), presentan desequilibrio en una o
dos poblaciones. Los SNP mencionados se presentan en negrita. (FH: hemoglobina fetal; AFR: poblacién africana; SAS: poblacién del sur de

Asia; AMR: poblacién estadounidense; EUR: poblacién europea; EAS: poblacion de Asia oriental).
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Figura 1. Frecuencia de la
mutacién del SNP rs 334
en cada poblacién.

Célculo del equilibrio Hardy-Weinberg

Utilizando la Pandas Library de Python 3.8.5 y la
metodologia descrita por McKinney et al.", se calculé
el EHW para cada SNP y se desglosé por cada pobla-
cién utilizando el primer conjunto de datos generado
(Tabla 1).

Analisis de SNPs entre poblaciones
Para analizar la distribucion de los SNPs en dife-
rentes poblaciones, se realizaron histogramas de fre-

Anemia Falciforme - B. Cayupe et al

cuencias entre las poblaciones categéricas descritas. Se
aplicé una regresion logistica al segundo conjunto de
datos generado utilizando el médulo de modelo lineal
de la Scikit-learn Library. El modelo se someti6 a un
ciclo iterativo de clasificacién automdtica para cada
poblacién subconjunto especifica. Se utilizé aleatoria-
mente el 70% de la base de datos para el entrenamien-
to del modelo y el 30% restante para el diagnéstico
automatico entre las categorias binarias para cada po-
blacién.

Anemia de células falciformes
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Frecuencia del alelo mutante
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Niveles basales de Hemoglobina Fetal
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= 528384513
== 1s9402686
« 159399137
rs4895441
== 1s7581162
== 1510189857
w 151427407
rs7599488
- 5766432
== 1511886868
rs4671393
rs7557939
= 1510184550
== 1510128556

| |
Poblacién Europea

Poblacién del Sur de Asia

Figura 2. Frecuencia de los alelos mutantes de los SNP asociados con niveles basales de hemoglobina fetal (HF).
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Hemoglobina Fetal y Hemoglobina Fetal en respuesta a Hidroxiurea

1.0
== 1510483801

== s2182008
19319428
rs3751395
- 52387634
= 1510494225
rs7977109
15816361
= 1s7309163
e 158002446
15826729
rs765587
- 139693712
e 13172652
rs380620
0.4 12693430
= rs12155519

0.8

0.6

Frecuencia del Alelo Mutante

0.2

Poblacién Africana Poblacién Americana
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Figura 3. Frecuencia del alelo mutante de los SNPs asociado a los niveles de Hemoglobina Fetal y sus niveles en respuesta al tratamiento con

Hidroxiurea

Resultados

I. Generacion de bases de datos y calculos de EHW

Tras calcular el EHW en los SNPs de la base de da-
tos generada, se observo que 23 de los 37 SNPs ana-
lizados no estaban en EHW. Especificamente, 4 SNPs
no estuvieron sistemdticamente en EHW en 4 de las
5 poblaciones estudiadas (rs11886868, rs2182008,
rs380620, rs7599488) y 6 SNPs no estaban en EHW
en una o dos poblaciones (poblacién de Asia oriental;
152387634 poblacion de Asia oriental; rs334 poblacién
americana y poblacién africana; rs61743453 poblacion
americana y poblacion africana; rs7557939 poblacién
de Asia oriental y poblacién americana; rs9319428 po-
blacién africana). La Tabla 1 presenta el valor chi y el
valor p para cada SNP y poblacién analizada.

En cuanto a los niveles basales de HF, se observa
que los SNPs rs10128556, rs10189857, rs4671393 y
rs4895441 no estin en EHW en todas las poblaciones.
El SNP rs11886868 solo esta en equilibrio en la pobla-
cién europea y el rs7599488 en la poblacion de Asia del
sur; el SNP rs7557939 no estd en EHW en las poblacio-
nes americanas y del Asia oriental.

II. Anélisis de la variacion poblacional de los SNPs
Con respecto a los SNPs descritos para los niveles
basales de HF, luego de realizar la caracterizacion de
las poblaciones entre los SNPs, se observan varias di-
ferencias entre las distintas poblaciones caracterizadas
(Figuras 1, 2 y 3). Como era de esperar, la mutaciéon

rs334, principal componente etiolégico de la ACF, es
altamente prevalente en la poblacién africana y tiene
una prevalencia mucho menor en la poblacién ameri-
cana (Figura 1).

En cuanto a los SNPs descritos para los niveles de
HF en respuesta al tratamiento con hidroxiurea, se pue-
de observar que el alelo mutado del SNP rs61743453
estd presente en la poblacién africana, a diferencia del
resto de las poblaciones (Figura 3). Podemos ver que el
SNP 152310991 se encuentra en los cinco grupos cate-
goricos estudiados, sin embargo, presenta una mayor
frecuencia de aparicién en la poblacién africana.

III. Correlacion logistica y clasificaciéon automatica

Se aplicé un modelo de regresién logistica para
clasificar automdticamente las poblaciones estudiadas.
En este contexto, fue esencial que la regresion logisti-
ca organizara correctamente la informacién genémica
entre las categorias africana y no africana. En las demds
poblaciones, la regresion logistica pudo identificar co-
rrectamente la ausencia de poblacién definida (0). Sin
embargo, no pudo asignar correctamente la categoria
poblacién en otras diferentes del grupo africano. La
regresion logistica se aplicé utilizando los SNPs rela-
cionados con el diagndstico, pronéstico y tratamiento
asociados a la ACF.

La Tabla 2 muestra el modelo de regresion logis-
tica aplicado a los datos pertenecientes a la poblacion
africana que podria servir para predecir si una perso-
na con SNPs implicados en la respuesta al tratamien-
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Tabla 2. Clasificacion de la informacion genémica entre poblaciones: africana (AFR), americana (AMR), asiatica oriental (EAS),
europea (EUR) y Poblacion del sur de Asia (SAS) mediante un modelo de regresiéon

Poblacion Precision Recall f1-score Support
AFR 0 0,78 0,99 0,87 21014
1 0,89 0,25 0,39 7894
Exactitud 0,79 28908
Promedio macro 0,83 0,62 0,63 28908
Promedio ponderado 0,81 0,79 0,74 28908
AMR 0 0,88 1,00 0,94 25538
1 0,00 0,00 0,00 3370
Exactitud 0,88 28908
Promedio macro 0,44 0,50 0,47 28908
Promedio ponderado 0,78 0,88 0,83 28908
EAS 0 0,80 1,00 0,89 22983
1 0,00 0,00 0,00 5925
Exactitud 0,80 28908
Promedio macro 0,40 0,50 0,44 28908
Promedio ponderado 0,63 0,80 0,70 28908
EUR 0 0,79 1,00 0,88 22775
1 0,00 0,00 0,00 6133
Exactitud 0,79 28908
Promedio macro 0,39 0,50 0,44 28908
Promedio ponderado 0,62 0,79 0,69 28908
SAS 0 0,80 1,00 0,89 23162
1 0,00 0,00 0,00 5746
Exactitud 0,80 28908
Promedio macro 0,40 0,50 0,44 28908
Promedio ponderado 0,64 0,80 0,71 28908

AFR: Poblacién Africana; SAS: Poblacion del sur de Asia; AMR: poblacién Estadounidense; EUR: poblacién Europea; EAS: Poblacién de Asia
Oriental.

Tabla 3. Numero de Hombres y Mujeres distribuidos en cada to con hidroxiurea, nlyeles basales de HF, regulaa.on
grupo étnico analizado del nivel de la subunidad alfa 2 de la hemoglobina

(HbA2) y porcentaje de cambio de los niveles de HF

Poblacion Género snp Tamano de la , . . , .
muestra podria ser clasificada como africana (o con algtn ori-

gen genético relacionado con la poblacién africana)

AR ,\F/l ﬁggg g?g con una precision del 89% para predecir el valor 1.
En los demds casos, el modelo no pudo clasificarlos

AMR F 6549 177 como poblacién americana, europea, de Asia orien-
M 6290 170 tal o de Asia del sur. Sin embargo, el modelo acerté
EAS F 9620 260 cuando los grupos no pertenecian a ninguno de estos
M 9028 244 grupos de poblacion. Al parecer, la presencia de los

EUR F 9731 263 SNPs seleccionados, implicados en un mejor pronds-
M 8880 240 tico de la ECF segtn descripciones previas, aparece
SAS F 8473 229 frecuentemente relacionada con un posible origen
M 9620 260 étnico africano, a diferencia de otras poblaciones en
Al ‘ e o las que también se encuentra la malaria. Estos SNPs
45621 1233 podrian ser una mejora potencial de la eficacia en po-

92648 2504 blaciones antecesoras con ECF u otras hemoglobino-

patias. Seria interesante evaluar las subpoblaciones ya
descritas en el proyecto “1000 Genomes” (actualmen-
te en curso).

AFR: African Population; SAS: Population of South Asia; AMR: Ameri-
can Population; EUR: European Population; EAS: East Asian Population.
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Discusion

Se observaron diferencias notables en la frecuen-
cia poblacional de los polimorfismos analizados entre
distintas poblaciones. Esta frecuencia diferencial en
los SNPs clinicamente relevantes es importante para la
personalizacion de los tratamientos médicos. Esta in-
formacién podria ser utilizada para desarrollar politi-
cas publicas personalizadas basadas en la informacién
gendmica de la poblacién a la que se accede en diferen-
tes bases de datos'.

Actualmente, existen numerosos métodos que
permiten reducir los costes asociados a la secuencia-
cién y caracterizacién del perfil de polimorfismos en
un paciente, los que se han aplicado principalmen-
te a la deteccién de mutaciones relacionadas con el
diagnoéstico y pronéstico de la ACF', presentando
mayores indices de sensibilidad y precisién en com-
paracién con técnicas cldsicas como la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). Sin embargo, estas
tecnologias atin no son masivas. Diferentes avances
tecnoldgicos y técnicos han hecho que la secuencia-
cién sea mds asequible y accesible. Estos métodos in-
cluyen la secuenciacién de nueva generacién (NGS)
y las plataformas de genotipado de alto rendimiento,
que permiten un andlisis con mejor relacién costo-
beneficio de las variaciones genéticas y los polimor-
fismos en los pacientes.

Ademads, existen bases de datos con informacién
poblacional sobre perfiles de SNPs. En este contexto,
la literatura ha demostrado en estudios retrospectivos
el beneficio de la tipificacién de polimorfismos en pa-
cientes diagnosticados con ACF7""°. Un estudio iden-
tificé la posibilidad de orientar mejor el tratamiento
farmacolégico de la ACF mediante la caracterizacién
del perfil de mutaciones asociadas a la ACF.

En cuanto al tratamiento de la ACF, la persona-
lizacién del tratamiento farmacolégico se ha visto
dificultada por el escaso nimero de firmacos dispo-
nibles. Esto significa que todos los pacientes reciben
hidroxiurea como fiarmaco principal. En los tltimos
afios, han aparecido nuevos firmacos para tratar la
ACF; por ejemplo, crizanlizumab y voxelotor han sido
aprobados por la FDA y la EMA. Voxelotor es un mo-
dulador de la HB que inhibe la polimerizacién de la
HDbS, favoreciendo el estado oxigenado de la HB. Tras
la finalizacién del ensayo clinico fase III, voxelotor de-
mostré la reduccion de los eventos vaso-oclusivos y de
los indices hemoliticos®. Ademds, este medicamento
ha sido descrito como especialmente 1til en pacientes
mayores de 12 afios y con ECF resistente al tratamiento
con hidroxiurea®"??. El crizanlizumab es un anticuerpo
monoclonal anti-P-selectina, una proteina implicada
en la adhesion expresada por el endotelio. El bloqueo
parcial de la P-selectina dificulta la formacién de agre-
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gados plaquetas-leucocitos, disminuyendo la forma-
ci6én de eventos vaso-oclusivos®. Con la aparicién de
estos nuevos fairmacos, se pone de manifiesto la impor-
tancia de disponer de herramientas que identifiquen
polimorfismos en grupos poblacionales y mejoren la
personalizacién de los tratamientos para la ACF y otras
patologias. Sin embargo, en la literatura se han descrito
esfuerzos para personalizar el tratamiento para la ACF
con hidroxiurea mediante el calculo y ajuste de dosis
especificas individuales?*.

Se han creado bases de datos que permiten al-
macenar informacién sobre la ACF y otras hemog-
lobinopatias, las que son dtiles para establecer la
personalizacion de los tratamientos contra la ACF*.
Algunos ejemplos de personalizacién del tratamiento
de la ACF se han llevado a cabo mediante la carac-
terizacién de polimorfismos asociados a la respuesta
al tratamiento con hidroxiurea en pacientes pedidtri-
cos?’*". Varios estudios han intentado identificar qué
poblacién de pacientes mejorard en gran medida sus
niveles de HF. Un hecho interesante es que muchos
pacientes ya tenian un HF basal mds alto y presenta-
ban muchos SNPs en los genes BCL11A, HMIP (poli-
morfismo intergénico HbSIL-MYB) y HBG2.. El gen
BCLIIA es un factor de transcripcién que codifica
una proteina de dedos de zinc y estd asociado al de-
sarrollo de varias neoplasias linfoides*. El gen HMIP
muestra un conjunto de SNPs en la regién intergénica
del gen HbSIL (factor de elongacién G) y el oncogén
MYC®.

Un enfoque interesante es la aplicacién de la medi-
cién farmacocinética para definir una dosis individual
especifica’. En este contexto, los SNPs relacionados
con la metabolizacién de la hidroxiurea e incluidos en
este estudio son relevantes para identificar y mejorar el
perfil farmacogenético de la definicién de dosis indivi-
duales de hidroxiurea®-*.

En la actualidad, procesos como los cambios mi-
gratorios y nuevas modificaciones en la matriz étnica
han generado la necesidad de establecer politicas pu-
blicas de screening neonatal para la ACF en comunida-
des donde antes no se realizaban®. Por ejemplo, se ha
descrito en la literatura que algunos haplotipos de la
ACEF podrian co-segregarse y potencialmente asociarse
con diferentes niveles de HF?*.

En base a las evidencias presentadas en este trabajo,
seria conveniente y orientado a la personalizacién de la
medicina extender el screening neonatal a un conjunto
completo de polimorfismos, principalmente de SNPs
y potenciales haplotipos de interés, con fines de diag-
noéstico y tratamiento. El perfil genético precoz podria
dirigirse a cada poblacién o grupo étnico de interés,
familias con al menos un miembro afectado o nifos en
riesgo. Se considera que es necesario mejorar la tecno-
logia de deteccién de SNPs, permitiendo la deteccién
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simultdnea de multiples mutaciones relevantes para la
ACF. La mayoria de los intentos de la salud publica por
establecer estudios neonatales s6lo detectan la muta-
cién etioldgica de la ACF*.

Una de las muchas complicaciones de la ACF
son las infecciones. La mortalidad de los nifios con
diagnéstico de ACF es similar a la de los pacientes
no diagnosticados, especialmente en paises de altos
ingresos. Sin embargo, en los paises africanos, sélo
sobrevive el 50% de los nifios con ACF*. Las infec-
ciones son principalmente un factor ambiental; llama
la atencién que se observan diferencias importantes
en varios SNPs relacionados con la metabolizaciéon de
antibidticos y varios firmacos utilizados para tratar la
ECF (actualmente en curso). No se ha descrito la far-
macogendmica para otras afecciones concomitantes
con la ECF. Algunos estudios observacionales sugie-
ren que los pacientes con diagnéstico de ACF sufren
una infeccién particularmente grave de COVID-19 y
dengue®-'.

Es esencial personalizar el tratamiento de la ACF y
la caracterizacién completa del haplotipo de la subu-
nidad beta de la hemoglobina del gen HBB>?. Se han
descrito cinco haplotipos diferentes de la subunidad
beta con mutaciones del gen HBB (B-S-HBB), inclu-
yendo los haplotipos Benin (BEN), Senegal (SEN),
Arabe/India (AI), Bantti (BAN) y Camertin (CAM)*.
Pacientes con portadores de los haplotipos AT y SEN
presentan niveles mds elevados de HF y un fenotipo
leve’. Mientras que los pacientes con los haplotipos
BEN y CAM tenian fenotipos graves y leves, respec-
tivamente.

Enrelacion con la ACF, se han descrito muchos mo-
dificadores y cofactores. Uno de los mas importantes es
la presencia simultdnea de o-talasemia. Actualmente,
se estima que el 30-35% de los pacientes con diag-
néstico de ECF son heterocigotos (ao/a-) y un 3-5%
homocigotos para la delecién (o-/a-) (53,54) para
a-talasemia. La presencia simultinea de a-talasemia
es una cuestion fundamental ya que los pacientes con
diagnéstico de ACF y delecion de a-talasemia tienen
mejor prondstico’.

En cuanto al andlisis de regresion logistica, se des-
taca que el modelo pudo asignar correctamente valo-
res de caracterizacién tanto positivos como negativos
cuando se analizé la poblacién africana. En otras pa-
labras, podria decirse que el perfil de SNPs analizado
muestra una asociaciéon particular con el grupo étnico
africano.

En resumen, el fenotipo y la gravedad de la ACF
tienen muchos factores multigénicos. Realizar el ana-
lisis genémico tan pronto como sea posible es impor-
tante para la adecuada aplicacion futura de la medi-
cina de precision en el diagndstico y tratamiento de
la ACF. La aparicién de la genémica como disciplina
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central para el desarrollo de la medicina personaliza-
da da esperanzas de mejorar el tratamiento de la ACF
y la ECF en general. Este enfoque podria potenciarse
incorporando informacién “6mica”, como la proteé-
mica, la lipidémica, la metabolémica, la transcript6-
mica y la microbiémica, para desentranar la fisiopa-
tologia de la ACF.

Actualmente, no existen estudios en nuestro pais
sobre la presencia de mutaciones relevantes para la
ACEF; sin embargo, existen reportes epidemioldgicos
en poblaciones de Centroamérica y Sudamérica. En la
poblacién de pacientes pedidtricos de Haiti, diversos
estudios han establecido la presencia de la ACF. Estu-
dios en inmigrantes de Haiti a Estados Unidos identi-
ficaron la presencia de hemoglobina S y hemoglobina
C en pacientes pediatricos en 8,0% y 4,7%, respectiva-
mente*. Otro estudio estableci6 la prevalencia de estas
mutaciones en un 0,58% para la mutacién en porta-
dores homocigotos y aproximadamente un 13% para
los portadores heterocigotos. La evidencia apuntaria a
establecer que la prevalencia de la ACF en la poblacién
haitiana seria el doble que la de los grupos étnicos del
Africa subsahariana®. En la actualidad, segtin informa-
cién censal y del Servicio Jesuita a Migrantes, existen
aproximadamente 200.000 personas de origen haitiano
en Chile®.

Muy pocos estudios han analizado la prevalencia
de la ACF en paises sudamericanos, particularmente en
Venezuela donde se estimé que la prevalencia en recién
nacidos con ACF serfa de aproximadamente 0,10% y
los portadores heterocigotos de la mutacién serfan
aproximadamente 3,5%. Actualmente, en Chile hay
aproximadamente 500.000 migrantes venezolanos.
Por lo tanto, es importante destacar que los procesos
migratorios modificardn la poblacién en nuestro pais
y, en el futuro, habrd una creciente presién sobre los
sistemas de salud relacionados con la deteccién precoz
de esta enfermedad.

Conclusiéon

Considerando el anilisis estadistico realizado y el
resultado obtenido, podemos concluir que varios SNPs
significativos relacionados con el diagnéstico, pronds-
tico y tratamiento de la ACF estdn particularmente co-
rrelacionados entre los diferentes grupos étnicos. Esta-
mos convencidos de que la focalizacion en pacientes de
alto riesgo, también con historia familiar de alteracién
hematoldgica entre otros grupos, el avance en la iden-
tificacién de SNPs esenciales, como el grupo mencio-
nado en este estudio, y la caracterizacién del haplotipo
en pacientes con ACF y ECF mejorard las respuestas al
tratamiento y deberia ser una prioridad, especialmente
en el sistema de salud publica de nuestro pais, orien-
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tado a grupos étnicos de alta prioridad o pacientes de

alto riesgo.

Financiamiento

Proyecto DICYT Clinico 022091BP_MED a RB.
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