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Resumen

La asociacion del alelg8® que produce hemoglobina S (HbS) y de un alelo de beta talasemia
(B2, ocurre principalmente en poblaciones que tienen simultineamente ascendencia africana y
mediterranea, y provoca un sindrome drepanocitico denominado HbS-beta talasemia. Este
sindrome presenta una gran heterogeneidad clinica y genética debida en gran parte al alelo
talasémico presente. Los individuos que portan un alelo talasgBhipesentan, en general, un
curso clinico similar a los homocigotas para el algfode la HbS. En cambio, los que portan un
alelo B+ presentan un curso clinico variable, dependiendo de la reduccion en la sintesis de
cadena de beta globina. En este estudio se describe el caso clinico de dos pacientes con HbS-beta
talasemia que consultaron en el Centro Hemato-Oncolégico Pediatrico del Hospital Pereira
Rossell. Se analizé el genotipo de los dos pacientes por medio de secuenciacion automatica del
gen de la beta globina. Se demostré la presencia del alelo talas@mivs-1-110 G-A en uno

de los pacientes y del aleBYcoddn39 C- T en el otro paciente, por lo cual ambos son
heterocigotos compuest@s/3@'. Se discute la relacién entre los datos clinicos y paraclinicos con
los resultados del diagndstico molecular. También se discute la importancia del diagnostico
molecular en relacion con la composicion y estructura de la poblacion uruguaya.
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Introduccién produccion de cadenas de beta globina. La frecuencia de
la HbS-beta talasemia depende de las frecuencias de los
La hemoglobina S (HbS)-beta talasemsaun sindrome alelos3®y B®en la poblacion, asi como de la subestructu-
drepanocitico que afecta principalmente a personas quecion y pautas matrimoniales de la misma.
presentan simultaneamente ascendencia africana y de los En Uruguay no existen antecedentes acerca de la aso-
paises del Mediterrdneo. Esta enfermedad se debe adecion de estas dos formas alélicas, ni tampoco acerca de
herencia del aleld3® de la HbS y de un alelo de beta las frecuencias de los ale[@$3° o3* en la poblacion. En
talasemia (). La mutacion que produce la HbS asi comoun estudio previo realizado en la subpoblacién de ascen-
las que producen beta talasemias se encuentran en el ggancia africana se encontré una frecuencia de 10% de
de la beta globing3j, por lo cual son alélicas entre si. Este portadores de3S®. Por otra parte, un estudio sobre la
gen forma parte de un cluster de genes ubicado en el brpeblacién de Buenos Aires estimo la incidencia de porta-
zo corto del cromosoma 11 (11p.15.5) y que presenta cinatores ' en 0,8%, mientras que la frecuencia de estos
genes activosg, el cual codifica las cadenas de betaportadores en Espafia e Italia, de donde proviene la mayor
globina de las hemoglobinas embrionafigs “y, que  parte de la poblacién de origen europeo de Uruguay, se
codifican las cadenas de beta globina de la hemoglobinencuentra entre 2% y 199%°.
fetal; yd y B, que codifican las cadenas de beta globinade En este trabajo presentamos los datos hematolégicos
la hemoglobina A2 (HbA2) y A (HbA) del adulto, respec- y las bases moleculares del estudio de dos pacientes con
tivamente. Todos los genes de las globinas presentan uhthS-beta talasemia del Centro Hemato-Oncolégico Pedia-
estructura similar con tres exones y dos intrones. Los dasico del Hospital Pereira Rossell.
tipos de mutaciones mencionados afectan al gen b, cuyo
producto (las cadenas de beta globina) junto con las c&asos clinicos
denas de alfa globinas, forman la molécula de hemoglobi-
na del adulto (HbA), la cual constituye aproximadamentePacientes
98% de la hemoglobina total. Por lo tanto, los individuos
que presentan el ale§# y una mutacion que produzca En octubre de 1997, una nifia de 7 afios, de piel blanca,
betatalasemia, no tienen genes normales para productabello rubio y ojos azules, pero con ascendencia africana
beta globin&. por via paterna, procedente de Paysandu, es enviada al
A nivel molecular la mutacién que produce la HbS pre-Hospital Pediatrico del Centro Hospitalario Pereira Rossell
senta un cambio de una base (A a T) en el primer exon, €&HPR) presentando un cuadro febril sin foco clinico evi-
la posicion 2 del coddn 6 del gBiGAG- GTG), locual  dente, palidez cutaneo-mucosa y esplenomegalia grado
produce una sustitucion de acido glutamico por valina eill de consistencia aumentada, por lo que consulta en el
la sexta posicion de la cadena de beta globina. A difererzentro Hemato-Oncolégico Pediatrico. Los datos hema-
cia de la HbS, existen muchas mutaciones distintas qu®ldgicos muestran anemia microcitica e hipocrémica (ta-
producen beta talasemias. Estas se encuentran distribdila 1), observandose en lamina anisopoiquilocitosis con
das a lo largo de todo el ggnSin embargo, las mutacio- hipocromia, presencia de drepanocitos, policromatofilia y
nes mas frecuentes en poblaciones mediterraneas se ewatro eritroblastos cada 100 globulos blancos. El perfil
cuentran en el primer exén y en el primer intron. Aunquéérrico fue normal. El test de Coombs indirecto fue negati-
menos frecuentes que en poblaciones mediterraneas, las al igual que el test de criohemdlisis hipertonica de
poblaciones africanas también presentan mutaciones d&treichmann para el diagnéstico de esferocitosis heredi-
beta talasemia, ubicadas principalmente en la regiétaria. El analisis de hemoglobina mostré la presencia de
promotora del gef. Actualmente se conocen mas de 200HbS, HbA y aumento de HbA2 (tabla 1). Se control6 pe-
alelos distintos que producen beta talasemias, que se claddicamente en el Centro Hemato-Oncoldgico Pediatrico,
sifican comd° cuando no hay produccién de cadenas deobservandose elementos de hiperesplenismo vinculados
beta globinas, B* cuando hay reduccién en la produc- a su esplenomegalia.
cion de las cadenas de globi@ls En noviembre de 2000, un nifio de 15 meses con ascen-
La enfermedad producida por la asociacion de HbS ydencia paterna africana y materna de origen incierto, es
beta talasemia es muy heterogénea, tanto clinica comenviado al Hospital Pediatrico del CHPR por un cuadro de
genéticamente, lo que en parte se debe al alelo talasémitres dias de evolucion caracterizado por fiebre, decaimien-
del cual se trate: mientras que los pacientes con un aleto e intensa palidez cutaneo-mucosa y esplenomegalia,
B°presentan manifestaciones clinicas muy similares a logor lo que consulta en el Centro Hemato-Oncoldgico Pe-
individuos homocigotos para la HbS, los pacientes comliatrico. Los datos hematol6gicos muestran anemia mi-
alelosB* presentan, en general, manifestaciones clinicasrocitica e hipocrémica (tabla 1), observandose en lamina
variables dependiendo de la cuantia de la reduccion en &nisopoiquilocitosis con presencia de drepanocitos. El
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Tabla 1. Parametros hematimétricos, perfil férrico Resultados

y electroforesis de hemoglobinas N o ) _
En la nifia la secuenciacion mostro la presencia de la muta-

Nifia Varon cion que produce HbS en estado heterocigota y la presen-
cia de la mutacion talasémica en la posicion 110 del intron

Gldbulos rojos 2,29 Mul 2,1 Ml 1 B*IVS-1-110 G- A) (figura 1). Esta mutacion genera un
Hemoglobina 5,1 g/dL 3,2 g/dL sitio de “splicing” alternativo, lo cual reduce la formacion
Hematocrito 16,7% 11,5% de los ARNm normales y, por lo tanto, de las cadenas de
VCM 75 fl 54,7 fl beta globina adulta normafsPor ende, al ser esta pa-
HCM 23 pg 15,5 pg ciente heterocigota compuesta H&¥8/ uno de los ale-
CHCM 30,5 g/dL 20,6 g/dL los codifica para la cadena de beta globina con la muta-
ADE 23,7% cion de la HbS, mientras que el otro alelo, aunque puede
Reticulocitos 42% 8% sintetizar una cadena de beta globina normal, lo hace en

cantidades reducidas.

Metabolismo férrico En el nifio la secuenciacion manifest6 también la pre-
Sideremia 80 ug/dL 50 ug/dL sencia de la mutacion para HbS en estado heterocigota, a
Ferritina sérica 43,86 ng/mL 67 ng/mL la cual se agrega la presencia de la mutacion talasémica en
Transferrina en sangre 480 ug/dL . la posicion 1 del codon 39, CAG/TAG¢39 C- T) (figura

indice de saturacién 20% 3 1). Esta mutacién genera un codon de terminacion, lo cual
de transferrina impide la sintesis de la cadena de beta gl6birfzste
paciente es, por lo tanto, un heterocigota compuesto para

Electroforesis de HbSB%, por lo cual la Unica cadena de beta globina sin-

hemoglobina tetizada es la que forma la HbS.
Hemoglobina A 17,01% 44,70% En ambos pacientes se excluyo la presencia de los
Hemoglobina F 0 0 alelos de alfa talasemia mas frecuentes en poblaciones
Hemoglobina A2 5.35% 3,69% africanas y mediterraneas.
Hemoglobina S 77,64% 51,61%

Discusion

Las dos mutaciones talasémicas que presentan estos pa-

perfil férrico se encontraba dentro de los valores espera-. o : L
dos para la edad. El test de Coombs indirecto y el test ientes son caracteristicas de poblaciones mediterraneas.
' n Espafia e Italia la mutacion del codén 39, encontrada

criohemodlisis hiperténica de Streichmann fueron negati- . ) .
P . -, - 9 en el varon, es la mas frecuente de las mutaciones de beta
vos. El test de falciformacion provocada fue positivo. El

A . ; - talasemia (31,2% y 40,1%, respectivamente), mientras que
analisis de hemoglobinas fue realizado postransfusio- iy ; .

: la mutacion IVS-1-110 de la otra paciente es la cuarta mas
nalmente, mostrando la presencia de HbS, HbA 'y aume

Nrecuente en Espafia 8,1%) y la segunda en Italia (23%)
to moderado de HbA2 (tabla 1). ®. En Argentinas Bras(,il esta)lsydos n?utaciones son las més
frecuentes, siendo aproximadamente entre 70% y 85% de
todas las mutaciones beta talasémicas observadas en es-
tos pais€®). Teniendo en cuenta que la poblacién uru-

Se realizé la extraccién de &cido desoxirribonucleico a parguaya de origen europeo procede principalmente de Es-

tir de leucocitos de sangre periférica utilizando protoco-parla e Italia, era esperable encontrar estas mutaciones en

los estandarizados de extraccion salina y precipitacion COBacientes con HbS-beta talasemias asf como en pacientes
etanol”. Mediante la técnica de replicaciéon en cadena d&0n beta talasemias.

polimerasa (PCR), se amplificé un fragmento delgende A contrario de las talasemias, los sindromes drepano-
la beta globina de 770 pb comprendido entre las posiciogticos son habitualmente asociados a personas de as-
nes -161 del promotor y la 115 del intron 2, el cual fuezendencia africana homocigotos para el #&launque
secuenciado automaticamente utilizando el kifateien-  este también esta presente en poblaciones mediterraneas
ciacion Big Dye Terminator version Il (Applied Byosistems), (jtalia, Espafia, etcétera). La frecuencia de este alelo en el
usando un cebador interno localizado en la posicion +Z,r de Italia es de 2% y se han observado pacientes ho-
con relacion al sitio de inicio de la transcripéidAdicio-  mocigotas sin ascendencia ni apariencia fenotipica africa-
nalmente se analizé por PCR la presencia de alelos de alfg; evidenté?.

talasemia, ya que estos pueden ser factores que mejoren Aunque en la mayoria de los paises se conoce la in-
el curso clinico de estos paciefifés cidencia de la HbS y de la beta talasemia separadamente,

Material y método

Vol. 22 N° 4 Diciembre 2006 313



Magister Julio Abayubd da Luz, Dra. Maria Delia Géngora y colaboradores

A

nlthMJl lml.lm Lh

Figura 1. A. Resultado de la secuenciacion de la nifia. La linea sobre el cromatograma indica la presencia de la
mutacion B*-IVS-1-110 G-A en heterocigosis. B. Resultado de la secuenciacion del varon. La linea sobre el
cromatograma indica la presencia de la mutacion (°-39 C-T en heterocigosis

son muy escasos los datos sobre la incidencia de la Hb8specto a resaltar es que en estos casos no siempre Se
beta talasemia. En Brasil la mayor parte de los individuosbservan las caracteristicas fenotipicas que indican am-
con HbS-beta talasemia portan un al@lgpresentando bas ascendencias, ya que pueden estar muy lejanas en el
un cuadro clinico sevetd. tiempo, como es el caso de la nifia, donde la ascendencia
En relacién con Uruguay, se ha visto que la frecuenciafricana no es notoria. Por esto, no es posible descartar
de genes africanos varia de 20% en Tacuarembo a 8% de antemano la existencia de ancestros de origenes di-
Montevideo, con un valor similar a este Gltimo para todoversos.
el pais (3%-5%*1%. La distribucion de estos genesenla  Elaumento de HbA2 observado en la electroforesis de
poblacién, ademas de variar por region, presenta valordgemoglobinas junto con la presencia de HbS en los dos
diferentes en distintos sectores de aquélla, llegando a spacientes es sugestivo de asociaciéon de HbS y beta
cerca de 50% en personas autoidentificadas como afréalasemia. En el varén el incremento moderado de HbA2
descendient&s®, Sobre la heterogeneidad dentro de unapuede estar subestimado ya que la electroforesis de he-
misma poblacién acttan, por ejemplo, las pautas matrimanoglobinas fue realizada postransfusion, lo que diluye
niales, ya que a mayor consanguinidad y endogamia alas hemoglobinas del receptor. Otro hallazgo clinico poco
menta la posibilidad de homocigosis. A principios del si-frecuente observado en estos dos pacientes es el aumen-
glo XX habia una preferencia hacia los matrimonios entréo en el tamafio del bazo (esplenomegalia) mantenido en el
los individuos del mismo origen, con los mayores indicegiempo, que en los homocigotos para la HbS generalmente
de endogamia para italianos (0,713), franceses (0,675)decrece con la edad.
espafioles (0,506). Sin embargo, esta tendencia endo-  Los datos hematimétricos observados son dificiles de
gamica ha ido disminuyendo con el correr del siglo, auvincular a una Unica causa de anemia en estos pacientes,
mentando el nimero de matrimonios entre individuos corya que aunque la beta talasemia puede reducir los valores
ascendencia africana y aquellos con ascendencia meditde volumen corpuscular medio y hemoglogina corpuscular
rranea, lo cual puede favorecer la aparicion de los sindranedia, la hemdlisis producida por causa de la HbS aumen-
mes drepanociticos debido a HbS-beta talasemia. Es int& los reticulocitos circulantes, lo cual puede compensar
resante notar que, si bien la endogamia favorece l& reduccion en los valores antes mencionados. Sin em-
homocigosis, la exogamia favorece la presencia de enfebargo, el aumento de la reticulocitosis encontrado en am-
medades que tienen un origen combinado, como en &los pacientes es indicativo de un proceso hemolitico, el
caso de la HbS/beta talasemia que, en general, se asocieual puede ser debido a factores hereditarios 0 ambienta-
ascendencia africana y mediterranea conjuntamente. Ottes?®).
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Como conclusion debemos subrayar que el diagndstigénotype de deux patients au moyen de séquencement
co molecular de pacientes con HbS-beta talasemia es inmutomatique du gene de béta globine. On constate la
portante para la realizacion de un adecuado asesorgrésence de I'allele tallasémique a+IVS-1-110&chez
miento genético a los familiares asi como también par&iun des patients et de l'all§l€codon 39C- T chez l'autre.
predecir el curso de la enfermedad, ya que la mayor parlees deux sont donc hétérozygotes comp@sé. On
de la heterogeneidad clinica es debida al alelo talasémiatiscute ici le rapport entre les données cliniques et para
presente. cliniques et les résultats du diagnostic moléculaire.
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em populacdes com ascendéncia africana e mediterranea
Summary simultdneamente e provoca uma sindrome drepanocitica

denominada HbS-beta talasemia. Esta sindrome apresenta

Association between alleff® that produces hemoglobin yma grande heterogeneidade clinica e genética devida
S and allelef§*) is mainly seen in African and Mediterra- principalmente ao alelo para talassemia presente. Os
nean populations, it causes the HbS-beta-thalassemiadividuos que sdo portadores de un alelo talass@hico
syndrome. This syndrome shows a wide range of clinicabpresentam de maneira geral uma evolucgéo clinica
and genetic forms due mostly to the thalassemic allelesemelhante aos homozigotos para o fiekta HbS. Por
Carriers of thalassemic all@degenerally follow a similar  outro lado, os portadores do aglapresentam um quadro
clinical course to homocygote for talasémigdof the  clinico variavel, dependendo da reducio na sintese da
HbS. On the other hand, carriergoéllele follow avari-  cadeia beta-globina. Neste trabalho descrevemos os ca-
able clinical course, depending on the reduction of betasos clinicos de dois pacientes com talassemia HbS.beta
glObin chain. This Study describe two clinical cases quue foram admitidos no Centro Hemato_Oncol()gico Pe-
patients with HbS-beta thalassemia of the Hematologigjiatrico do Hospital Pereira Rossel. O genotipo dos pa-
and Oncologic Centre of the Pereira Rossell Hospital.  cientes foi analizado pela sequenciacdo automatica do gen

Genotypes of patients were analysed using automatigia beta globina. A presenca do alelo para talassgmia
sequences of beta globin gen. Thalassemia @S- |vS-1-110 G A em um dos pacientes e do aflcodon39
1-110 G- Awas seenin one patient and alf¢leodon39 ¢ _, T no outro foi demonstrada sendo os dois, por tanto,
C-T in the other, so that both are compound heterozyheterozi-gotos compostp3p=. Discute-se a relacdo entre
gousp/p=. os dados clinicos e paraclinicos com os resultados do

Clinical and paraclinical data is compared with molecu- diagnéstico molecular. Também se discute a importancia

lar diagnostic findings; the importance of the moleculardo diagnéstico molecular em relagdo a composicéo e
diagnosis in Uruguayan population is also discussed. estrytura da populacdo uruguaya.
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