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Resumen. El propdsito es una nina de 2 anos de edad, con anemia hemo-
litica severa, transfusion dependiente, quien presenta un cuadro clinico suges-
tivo de B talasemia mayor. Al examen fisico se constata la presencia de esple-
nomegalia, malformaciones 0seas y retardo en el crecimiento. La presencia de
las distintas hemoglobinas: Hb A, Hb F, Hb A, y su cuantificacion fue determi-
nada utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta presion, de inter-
cambio catiéonico (HPLC-CE). El ADN genémico fue aislado a partir de leuco-
citos de sangre periférica mediante el método de salting-out. La deteccion de
la mutacién beta talasémica fue realizada por medio de las técnicas de reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) seguida de Reverse Dot Blot. Sus para-
metros hematolégicos fueron: Hb: 7,0 g/dL, Heto: 24,8%, VCM: 87,4 fl,
CHCM: 27,8 fl. Los resultados de la HPLC-CE mostraron un elevado incremen-
to en los niveles de Hb Fetal en un 97% y niveles de Hb A, dentro de los valo-
res normales. El estudio molecular y familiar demostré la presencia de la mu-
tacion BVSIS4Y en trans con una delecion 8f talasemia. El propésito heredé de
la madre la mutacion df-talasemia y del padre la mutacion VSS9, Esta es la
primera vez que se ha realizado este diagnostico en una familia Venezolana,
con riesgo de un heterocigoto compuesto para B-talasemia y 8f3-talasemia.
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Abstract. The propositus is a two year old child with a severe hemolytic
anemia and increased level of Hb F. The Hbs A, A, and F were eluted and
quantitated by cation exchange high-performance liquid chromatography
(HPLC-CE). DNA was isolated from peripheral blood leukocytes by a salt-
ing-out extraction procedure. The B globin gene was amplified and the pres-
ence of the B thalassemia mutation was determined by PCR followed of Re-
verse Dot Blot. Her hematological parameters were as follows: Hb: 7.0 g/dL,
Het: 24.8%, VCM: 87.4 fl, CHCM: 27.8 fl. The haemoglobin study showed an
97% increase of Hb F and Hb A, normal. The molecular study suggested the
presence of BVSI849 mutation in trans to 8f Thalassemia. The propositus inher-
ited her mother’s 8B-thalassemia gene mutation and her father’s VS84 mu-
tation. This is the first time the diagnosis has been performed in a Venezuelan
family at-risk of compound heterozygotes for p-thalassemia and delta
B-thalassemia.
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INTRODUCCION

El estado doble heterocigoto para la 33
talasemia/ PB talasemia fue descrito por pri-
mera vez por Zuelzer y col. (1). Posterior-
mente algunos otros casos fueron publica-
dos, especialmente en las regiones del me-
diterraneo y China (2, 3). Este es el primer
reporte en una familia venezolana. La Beta
talasemia es un tipo de anemia hemolitica
congénita, caracterizada por microcitosis,
hipocromia y elevados niveles de hemoglo-
bina A,. Este tipo de trastorno es causado
por mutaciones que resultan en la reduc-
cion o ausencia de la sintesis de cadenas
beta globinas (4).

El diagnostico de Beta talasemia tradi-
cionalmente ha sido realizado por la deter-
minacion de los indices hematimétricos
(VCM < 75 pg, HCM < 25 pg), elevados ni-
veles de hemoglobina A, (HbA, > 4%) y en
algunos casos de hemoglobina fetal (HbF >

2%) (5), utilizando los métodos de electrofo-
resis de hemoglobina a pH alcalino y a pH
dcido, el método de desnaturalizacién por
alcalis y la técnica de Cromatografia Liquida
de Alta Presion de intercambio cationico
(HPLC-CE). Esta altima técnica, permite la
cuantificacion rapida y precisa de las hemo-
globinas A, A, y F (5). Asimismo, permite la
determinacion de un gran nimero de varian-
tes hemoglobinicas, entre las cuales se en-
cuentran las Hemoglobinas S, C, D y E. Por
otro lado, el estudio molecular de las muta-
ciones causantes de P Talasemia, puede ser
realizado utilizando técnicas de biologia mo-
lecular, tales como: Amplificacion refracta-
ria del sistema de mutaciones (ARMS-PCR)
(6), Reverse dot Blot (7), PCR-RFLP (Reac-
cion en cadena de la polimerasa y polimor-
fismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion), electroforesis en gel con gra-
diente de desnaturalizacion (DGGE) (8) vy
secuenciacion del ADN genomico (9).
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Las manifestaciones clinicas de pa-
cientes con B talasemia pueden ser varia-
bles, se han observado tres fenotipos: p Ta-
lasemia Menor, f Talasemia Intermedia y B
Talasemia Mayor, siendo esta tltima la for-
ma clinica mas severa de la enfermedad.
La B Talasemia Mayor generalmente se pre-
senta como una anemia hemolitica micro-
citica congénita, muy severa, transfusion
dependiente con elevados niveles de Hemo-
globina A,y un incremento de Hemoglobi-
na Fetal, en niveles entre 10 a 90% (4).
Esto es debido, a la ausencia (B- Talase-
mia) o reduccion (B+ Talasemia) de la sin-
tesis de cadenas B, lo cual influye directa-
mente en la severidad de la enfermedad.
En este trabajo se presentan los estudios
hematol6gicos y moleculares de una pa-
ciente con anemia hemolitica severa,
transfusion dependiente, esplenomegalia,
deformaciones 6seas y retardo en el creci-
miento y de su grupo familiar.

PRESENTACION DEL CASO

El presente estudio fue aprobado por
el Comité de Bioética del Hospital Universi-
tario de Caracas, siguiendo los lineamien-
tos de la declaracion de Helsinki y del Codi-
go de Bioética y Bioseguridad del FONACIT.

Historia clinica

El propésito, es una nina de 2 anos de
edad, natural y procedente del Estado Boli-
var, Venezuela. Producto de un embarazo
eutdsico de 9 meses de gestacion. Durante
sus primeros seis meses de vida no present6
ninguna manifestacion clinica. Consulta a
los nueve meses de edad con un cuadro cli-
nico sugestivo de anemia hemolitica severa,
con antecedentes de dos transfusiones an-
tes del primer afio de vida y dos hospitaliza-
ciones por probable neumonia. Al examen
fisico: nina de 24 meses de edad con retar-
do pondo estatural, hepato-esplenomegalia,
palidez cutdnea mucosa acentuada, malfor-
maciones 6seas y retardo en el crecimiento.
El estudio de las células rojas indicé la pre-
sencia de una anemia severa, microcitica e
hipocrémica (Tabla I). La determinacion de
las diferentes hemoglobinas, mediante la
técnica de Cromatografia liquida de alta
presion, de intercambio catiénico (HPLC-
CE), de acuerdo a los procedimientos des-
critos por Tan y col. (5) y utilizando el B Tal
Short Program®* de BioRad (Hércules, Cali-
fornia, USA) demostraron que la paciente
en estudio presentaba niveles de Hb F en un
97% y niveles de Hb A, en un 2,3%. El estu-
dio familiar demostré que la madre de la
paciente es dPfTalasemia heterocigoto y el

TABLA I
PORCENTAJE DE LAS DIFERENTES HEMOGLOBINAS Y VALORES HEMATOLOGICOS
DEL PROPOSITO Y SU GRUPO FAMILIAR

Sujetos Genotipo HbA HbA2 HbF HbS Hb Heto VCM  CHCM

(%) (%) (%) (%) (g/dL) (%) (€1)) (D)

Proposito  IVSII-849/8f tal 02 23 97,4 70 248 874 278

Madre 8B tal/N 594 1,7 329 125 380 849 328

Padre IVSII-849/N 84,0 5,8 1,1 12,9 41,3 61,7 31,1

Abuela 3B tal/N 58,1 2,0 21,9 11,8 37,4 79,0 31,5

materna

Abuelo IVSI-849/N 84,0 5,5 0,6 11,5 340 796 33,7

Paterno

Tia materna 8P tal/ HbS 37 40 328 591 125 381 835 328
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padre presenta P Talasemia en estado hete-
rocigoto. Seis familiares de la rama mater-
na fueron portadores de la 8B Talasemia
(Fig. 1). Esta es una familia de cuarta gene-
racion de descendencia de la isla de Trini-
dad. La rama paterna es de origen indigena,
desconocen ningdn ancestro extranjero.

La extraccion del ADN genémico fue
realizado usando el protocolo salting-out a
partir de leucocitos de sangre periférica
(10). La deteccion e identificacion de la mu-
tacion P talasémica, realizada mediante las
técnicas de reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) seguida de Reverse Dot Blot (7),
permitié determinar que el tipo de mutacion
B talasémica presente en el propésito y en
su padre fue la IVSII-849 (A/G) (Fig. 2).

La mutacion IVSII-849 (A/G) fue des-
crita por primera vez en una paciente de
origen africano por Antonarakis y col. (11).
Esta es una mutacion localizada en el se-
gundo intron, en la posicion 849, afecta el
procesamiento del ARN y es del tipo B°, de-
bido a que suprime totalmente la expresion
de las cadenas B globinas. Es por esto que
esta paciente no presenta Hb A ni Hb A,
elevada, s6lo un 97% de Hb F.

DISCUSION

El estudio molecular y familiar de
este caso clinico resulta interesante, debi-
do a que se determiné la presencia de la
mutacion IVSII-849 en trans con la dele-
cion Of talasemia en el propésito, expli-
candose asi la ausencia de HbA, el bajo ni-
vel de Hb A, y el nivel elevado de Hb F en
la paciente. El diagnostico de la 8 talase-
mia en el propésito y sus familiares estuvo
basado solamente en el analisis hematolo-
gico. La distribucion de la Hb F fue hete-
rocelular.

A pesar de que la literatura reporta
que el heterocigoto compuesto para B-tala-
semia y df-talasemia usualmente cursa con
un cuadro clinico moderado, la condicion
dpe talasemia/ P° talasemia, reportada en
este estudio manifiesta una clinica de B ta-
lasemia mayor, esto quizas se podria expli-
car por la presencia de la mutacion tipo e
la cual suprime totalmente la produccion
de hemoglobina A, esto coincide con lo re-
portado por Liz Mo y col. (12) en una fami-
lia con el heterocigoto compuesto dfp-tala-

semia/B-talasemia.

B Hbs O

IVSII-849 [ |

Propésito

o Talasemia

Fig. 1. Arbol genealdgico del propésito y su grupo familiar.
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Paciente con la
mutacion 1VSII-849 (A/G)

Control
Normal

Fig. 2. Deteccion de la mutacion IVSII-849
(A/G) por medio de la téenica de Rever-
se dot blot. (N) Alelo normal, (M) alelo
mutado. Control normal: Negativo para
la mutacion IVSII-849 (A/G). Paciente:
Propésito portador de la mutacién
IVSII-849 (A/G).

Esta es la primera vez que se hace este
diagnostico en una familia venezolana con
riesgo de un heterocigoto compuesto para
B-talasemia y Of-talasemia. Posiblemente
esta mutacion BVSI849 A/G previamente
descrita en un paciente africano (11) no
tenga ese mismo origen en nuestro pacien-
te por ser la rama paterna de extraccion in-
digena. Entre los haplotipos del gen beta
globina estudiados en la familia con esta
mutacion no se observo ninguno de origen
africano. Por lo tanto se plantea la posibili-
dad de estar en presencia de una mutacién
reciente.

El cuadro clinico del propésito esta ba-
sado en el desbalance de la sintesis de cade-
nas B globinas. En este sentido, la severidad
del sindrome es debido a que la sintesis de
cadenas betas estd totalmente ausente,
conduciendo esto a un exceso de cadenas
alfa libres que no pueden formar el tetra-
mero de hemoglobina A estable y precipitan
en los precursores de las células rojas for-
mando cuerpos de inclusién (4, 13). Estos
precursores de células rojas con cuerpos de
inclusion insolubles son destruidos dentro
de la medula 6sea, resultando en una eritro-

poyesis inefectiva (14, 15). Las células que
sobreviven tienen disminuida hemoglobini-
zacion y aparecen como hipocrémicas y mi-
crociticas. El nivel elevado de Hb F, que ca-
racteriza este sindrome, es debido a la pro-
duccion de cadenas y globinas, las cuales se
combinan con las cadenas a globinas para
formar la Hb F, esto disminuye la precipita-
cion de las cadenas o y las células son me-
nos propensas a la hemdlisis extravascular.

La profunda anemia en esta paciente
es complicada por la elevada afinidad de la
Hb F por el oxigeno, lo cual contribuye a la
hipoxia en los tejidos, las cuales conducen a
la produccion de eritropoyetina y al estimu-
lo adicional de la produccion de células eri-
troides en la médula 6sea. Este estimulo en
la produccion de células rojas conduce a la
expansion de la médula hematopoyética
causando deformaciones faciales y cranea-
les y la incrementada porosidad de los hue-
sos largos, lo cual explica la presencia de
marcada malformacion d6sea en los huesos
de la cara y cranco, a pesar de la corta edad
de la paciente. Ademas, el incrementado re-
cambio de células rojas contribuye a la pre-
sencia de una esplenomegalia progresiva, la
cual exacerbase la anemia por secuestro de
los glébulos rojos.
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