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RESUMEN

La beta talasemia intermedia es una hemoglobinopatia de
amplio espectro clinico, que surge de la presencia de una o dos
mutaciones en el gen HBB, asociada a modificadores genéticos
secundarios y/o terciarios. Analizamos las caracteristicas
clinicas y de laboratorio de 29 pacientes con beta talasemia
intermedia, evaluados en un periodo de 23 afios. La edad
mediana fue de 10,8 afios (rango: 0,34-60,4). E1 100% de los
pacientes mostré anemia microcitica hipocrémica, y solo el
17,2% present6 esplenomegalia y requerimiento transfusional
esporadico. El andlisis molecular de los pacientes detectd 3 con
los dos genes HBB afectados; 2 conun gen HBB afectadoy genes
alfa cuadriplicados/triplicados; 23 con un gen HBB afectado
y genes alfa triplicados; y 1 con dos genes HBB afectados y
polimorfismos de genes gama. La correcta identificacion de
estos pacientes aseguré un adecuado consejo genético y la
implementacion de controles clinicos regulares.

Palabras clave: beta talasemia intermedia, modificadores genéticos,
andlisis molecular.

ABSTRACT
Betathalassemiaintermediaisaquantitativehaemoglobinopathy
coveringabroad clinical spectrum, thatresults from the presence
of one or two HBB gene mutations associated with secondary
and/or tertiary genetic modifiers. We analyze the clinical
and laboratory features of 29 patients with beta thalassemia
intermedia, assessed over a period of 23 years.

Median age was 10.8 years (range: 0.34-60.4). Hypochromic
microcytic anemia was seen in 100% of the patients, while
only 17.2% had splenomegaly and occasional transfusion
requirement. The molecular analysis of patients detected: 3
with two HBB affected genes; 2 with one HBB affected gene
and alpha quadruplicate/triplicate genes; 23 with one HBB
affected gene and alpha triplicate genes and 1 with two HBB
affected genes and polymorphisms of gamma genes. The
adequate identification of these patients enables us to give
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appropriate genetic counseling and implementation of regular
clinical follow up.
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INTRODUCCION

La hemoglobina es un tetramero formado
por dos cadenas tipo o y dos cadenas tipo no
a. En los individuos normales mayores de un
afio de edad, aproximadamente el 95% de la
hemoglobina es hemoglobina A (a.,f3,), con menos
de 3,5% de hemoglobina A, (a,d,) y menos de 1%
de hemoglobina fetal (ay,)."

Las hemoglobinopatias abarcan un grupo
diverso de trastornos causados por la alteracion
del patréon normal de expresion de los genes
de globina. Estos trastornos se caracterizan
por la sintesis reducida o ausente de una o
mas cadenas de globina (talasemias) o por la
sintesis de una hemoglobina estructuralmente
anormal (hemoglobinopatias estructurales). Se
estima que el 7% de la poblacién mundial es
portadora de alguno de estos desérdenes.? La f§
talasemia (BT) es causada por mutaciones en el
gen HBB, que se localiza en el cromosoma 11.
Las mutaciones pueden suprimir completamente
(mutaciones $°) o disminuir (mutaciones 3y
f) la produccién de cadenas f globina, lo que
resulta en un desequilibrio en la sintesis de
cadenas de globina a/f. La magnitud de este
es la determinante principal del fenotipo de la
enfermedad, que abarca desde los individuos
asintomaticos (BT menor o portador) hasta los que
dependen de transfusiones regulares para vivir
(BT mayor). Entre ambos extremos, se encuentran
los pacientes con f talasemia intermedia (BTI),
en los cuales las manifestaciones clinicas son
el resultado de la interaccién de modificadores
genéticos y ambientales.?

El objetivo de este trabajo es presentar las
caracteristicas clinicas y de laboratorio de los
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pacientes con BTI diagnosticadas en el Servicio
de Hematologia y Oncologia del Hospital de
Pediatria "Prof. Dr. Juan P. Garrahan".

OBSERVACION

Se realiz¢ el estudio retrospectivo, descriptivo,
longitudinal de 29 individuos (12 varones y
17 mujeres) pertenecientes a 19 familias no
relacionadas, con diagnéstico de BTI, que
consultaron entre marzo de 1991 y marzo de
2014 (Tabla 1).

El diagnéstico se bas6 en el estudio
de patologia eritrocitaria, al propdsito y su
grupo familiar, que incluyé la historia clinica,
el hemograma completo (Sysmex XS 800i,
Sysmex Corporation, Kobe, Japan), el examen
del frotis de sangre periférica, el recuento
reticulocitario, la electroforesis de hemoglobina
semiautomatizada en gel de agarosa a pH alcalino
y la electroforesis capilar (Sebia, Lisses, Evry,
France), la cuantificaciéon de hemoglobina A,
por cromatografia de intercambio aniénico
(Helena), la cuantificaciéon de hemoglobina fetal
por desnaturalizacién alcalina, la prueba de
resistencia osmotica eritrocitaria, el metabolismo
del hierro y la prueba de Brewer.*

Los estudios moleculares fueron realizados
en ADN aislado de leucocitos de sangre
periférica por el método de precipitacion salina.
Las mutaciones puntuales en el gen HBB mas
frecuentes en la poblacién argentina (IVSI-6,
IVSI-110, IVSI-1, IVSII-745, CD39, IVSII-1 y CD6
(-A)) fueron analizadas por reaccién en cadena de
la polimerasa (polymerase chain reaction; PCR, por
sus siglas en inglés) especifica de alelo utilizando
primers descritos previamente.>® Las mutaciones
puntuales o pequefias inserciones-deleciones no
buscadas en la pesquisa inicial por PCR especifica
de alelo fueron estudiadas por PCR-Secuenciacion
utilizando primers descritos previamente por
Roldén y col., y un secuenciador automatico ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems).”

Las deleciones mas frecuentes en el cluster
a globina (-0*” y -a*?) fueron analizadas por
GAP-PCR utilizando los primers y la estrategia
descrita previamente por Chong y col. con
algunas modificaciones.® La presencia de genes o
triplicados-cuadruplicados anti-3,7 fue analizada
por PCR segtin ha sido descrito previamente y los
genes o triplicados/cuadriplicados generados por
mecanismos diferentes al que da origen al alelo
anti-3,7 fueron identificados por amplificacién
de sondas dependiente de ligandos multiples
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification;

MLPA, por sus siglas en inglés), utilizando el
kit comercial Salsa MLPA P140B HBA (MRC-
Holland).™

La variante genética HBG2: c.-211C>T
(-158C>T, rs7482144) fue analizada por PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism;
polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion), utilizando la enzima de restriccion
Xmnl."' Las variantes genéticas HBS1L-
MYB rs9399137 T>C y BCL11A rs11886868
T>C y rs1427407 G>T se analizaron por PCR-
Secuenciacién en el Ospedale Regionale
Microcitemie, Cagliari, Italia.

En el periodo mencionado, se estudiaron
5802 individuos. Los sindromes talasémicos
representaron el 25,9% de los diagndsticos
efectuados, de los cuales un 2% fueron BTI. La
mediana de edad de los 29 individuos fue de
10,8 afios (rango: 0,34-60,4).

Todos los pacientes consultaron por anemia
microcitica hipocrémica y, a excepcion de la #29,
presentaron hemoglobina A, aumentada con
concentraciones variables de hemoglobina fetal
y metabolismo del hierro normal. E1 17,2% de los
pacientes (del #1 al #5) presentaron, ademas de la
anemia microcitica hipocrémica, requerimiento
transfusional esporddico y esplenomegalia. El
analisis molecular del gen HBB en 3 de los 5
pacientes (del #1 al #3) evidencié ambos alelos
afectados, mientras que los dos pacientes restantes
(el #4 y el #5) presentaron un solo alelo f afectado
en presencia de genes a cuadriplicados (paciente
#5) y de genes a triplicados/cuadriplicados
(paciente #4). E1 79,3% de los pacientes (23)
presentaron un tinico alelo B afectado asociado a
genes a triplicados.

La paciente #29 present6 anemia microcitica
moderada con 0,9% de hemoglobina A,y 88%
de hemoglobina fetal. El estudio molecular
del gen HBB identificé la mutacién ° (CD 39)
en homocigosis y el cluster o normal. Ante la
ausencia de esplenomegalia, anomalias dseas
y requerimiento transfusional, se plante6 la
busqueda de modificadores genéticos secundarios
fuera del cluster de p globina y asociados a la
produccién aumentada de hemoglobina fetal.

Se estudi6é un marcador genético localizado
en la regién intergénica HBSIL-MYB y dos
marcadores genéticos localizados en el gen
BCLA11A, y se observg, en dicha paciente,
la presencia heterocigota y homocigota,
respectivamente, de los genotipos asociados
a sintesis aumentada de cadenas y y de
hemoglobina fetal.



€296 / Arch Argent Pediatr 2015;113(5):294-e298 | Presentacion de casos clinicos

DISCUSION individuos con BT menor, que presentan solo
La BT presenta fenotipos clinicos y hemato- anemia microcitica hipocrémica leve sin mani-
l6gicos de gravedad variable. Asi, se reconocen festaciones clinicas y, en el otro extremo, se en-

TasLa 1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio

#
Paciente Edad Clinica Hemoglobina VCM Hemoglobina Hemoglobina Genotipo = Genotipo = HBG2 Otros
(flia.) (afos) E. fisico (g/dl) (f)  fetal (%) A, (%) HBB grupo o 158C>T
#1(1) 3  AMH RTGR 58 73,8 42 3,8 1-110/1-6 ao/oo  Ausente NA
esplenomegalia
#2(2) 3,3 AMH RTGR 8,1 72,0 33,7 4,1 1(-3)/1(-3) aa/ao  Ausente NA
esplenomegalia
#3(3) 7,1  AMH RTGR 9,6 59,2 13,5 57 1-2/-101 aa/ao  Ausente NA
esplenomegalia
#4 (4) 3,6 AMH RTGR 7,5 64,6 18 39 pA/CD39  aao/aaoo Ausente NA
esplenomegalia
#5 (5) 104 AMH RTGR 7 67,5 30 42 pA/CD39  ao/aaoo Ausente NA
esplenomegalia
#6(6) 4 AMH 8,7 59,7 1,0 3,8 pA/II-1 ao/ooo  Ausente NA
#7(6) 1,9 AMH 9,3 56,3 2,2 4,2 pA/II-1 ao/oao  Ausente NA
#8(7) 29,6 AMH 9,6 64,8 3,7 53 pA/CD39  ao/aao  Ausente NA
#9(7) 604 AMH 8,6 72,9 5,9 6,0 pA/CD39  oaa/aao  Ausente NA
#10(8) 44,3 AMH 10,9 62,7 2,4 5 pA/CD39  ao/aao  Hetero- NA
#11(8) 11,7 AMH 10,6 58,6 2,4 42 pA/CD39  ao/aao  Hetero- NA
#12(8) 26,7 AMH 8,6 57,1 3,0 41 pA/CD39  aa/aoco  Hetero- NA
#13(8) 12 AMH 10,3 46,1 2,9 53 pA/CD39  aa/aaa  Hetero- NA
#14(9) 459 AMH 11,4 73,1 13,4 3,6 pA/CD39  ao/aoo Ausente NA
#15(10) 10,4 AMH 9,7 52,3 04 53 pr/CD39 oaa/aao  Hetero- NA
#16 (10) 34,1 AMH 11,1 52,9 0,9 5,1 pA/CD39  ao/oaao  Ausente NA
#17 (11) 27,8 AMH 12,0 57,2 0,5 4,2 pA/CD39  ao/aoo Ausente NA
#18(12) 37,5 AMH 10,0 61,9 54 5,1 pA/CD6-A  aa/ooo  Hetero- NA
#19(13) 1 AMH 9,8 58,5 11,4 3,6 pA/I-110  ao/aao NA NA
#20(13) 354 AMH 11,8 63,1 0,6 5,0 pA/I-110  ao/aao NA NA
#21(14) 19 AMH 9,9 69,0 0,9 55 gA/I-110  aa/coa Hetero- NA
#22(14) 25,7 AMH 114 67,8 09 42 pA/I-110  aa/coc  Hetero- NA
#23(15) 03 AMH 74 59,5 13,6 45 pA/I-745 oaa/aoo.  Ausente NA
#24 (16) 274 AMH 11,4 66,0 2,7 4,3 pA/I-110  ao/aao NA NA
#25(17) 13,6 AMH 9,8 61,4 0,25 5,0 pA/c44delT aa/ooa  Hetero- NA
#26(17) 10,8 AMH 10,7 60,6 1,7 5,7 p~/c.44delT ao/acc  Hetero- NA
#27(17) 29 AMH 10,3 54,5 14,4 44 pA/c44delT aa/aoa Homo- NA
#28(18) 2,1 AMH 8,7 54,4 0,9 6,1 pA/1-1 oo/ oo NA NA
#29(19) 15 AMH 9,7 69,9 88,4 0,9 CD39/CD39 oa/oaa  Ausente HBS1L-
MYB rs9399137
T>C:T/C; BCL11A
1511886868
T>C:C/C
BCL11A rs1427407
G>T:T/T

B*: alelo normal; NA: no analizado; Hetero-: heterocigota; Homo-: homocigota; AMH: anemia microcitica hipocrémica;
RTGR: requerimiento transfusional de glébulos rojos esporadico; VCM: volumen corpuscular medio.
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cuentran los pacientes con BT mayor, con anemia
grave desde el primer afio de vida y la necesidad
de transfusiones regulares y tratamiento quelan-
te para sobrevivir.? En 1955, Sturgeon acui el
término BTI para incluir a aquellos pacientes en
los cuales las manifestaciones clinicas y hemato-
logicas eran de gravedad intermedia entre la BT
menor y la mayor. Dicha variabilidad resulta de
la combinacién de mutaciones en el o los genes
de p globina (modificadores primarios), asociada
a otras mutaciones (modificadores secundarios)
que aumentan o disminuyen el desequilibrio en
la produccién de las diferentes cadenas de globi-
na, lo que altera el grado de eritropoyesis ineficaz
y sus consecuencias (anemia, visceromegalias, so-
brecarga de hierro).'

Las mutaciones de los genes [ (modificadores
primarios) se clasifican en f°, f* y f** dependiendo
del grado de sintesis residual de globina f vy,
consecuentemente, de la posibilidad de sintesis
de hemoglobina A.

Entre los modificadores genéticos secundarios
que aumentan el desequilibrio a/f, se
destaca la presencia de genes o triplicados o
cuadruplicados; mientras que la co-herencia
de o talasemia y de las variantes genéticas que
aumentan la produccién de hemoglobina fetal
disminuyen tal desequilibrio.

En nuestra experiencia de 23 afios, los
sindromes 3 talasémicos representaron el 25,9%
de los diagnésticos realizados; las BTI fueron
el 2% de ellos. En la poblacién estudiada, es
necesario resaltar las diferencias clinicas entre los

pacientes que presentaron dos mutaciones en los
genes de f globina de aquellos en los cuales sélo
se identific6 una mutacién en dicho gen, asociada
a la presencia de mayor niimero de genes o 0 a
modificadores de la produccién de hemoglobina
fetal. Este ultimo grupo de pacientes fue derivado
por presentar anemia microcitica hipocrémica
sin manifestaciones clinicas excepto una leve
palidez o para evaluacién hematolégica por el
antecedente familiar de f} talasemia. Las marcadas
diferencias en la morfologia eritrocitaria y los
indices hematimétricos observadas entre estos
pacientes y sus familiares permitieron sospechar
la presencia de modificadores secundarios (Figura
1.Ay1. B).

La BTI, actualmente incluida dentro del
grupo de las talasemias no dependientes de
transfusiones, no esta exenta de complicaciones
serias. Los estudios realizados por Taher y
col., demuestran que la morbilidad, mayor a
la previamente reconocida, aumenta con el
avance de la edad. La sobrecarga de hierro,
subvalorada por la ferritina sérica, se desarrolla
aun en pacientes no transfundidos, lo que exige
la implementacién de métodos diagnésticos no
invasivos, tales como la resonancia magnética
nuclear hepética y cardiaca. El dafio 6seo,
los focos de eritropoyesis extramedular, las
visceromegalias, las tlceras en los miembros
inferiores y la predisposicién a trombosis son
algunas de las complicaciones observadas a lo
largo de la vida de estos pacientes. Todo esto
exige la identificacién temprana y correcta de

FiGura 1. Frotis de sangre periférica, tincion de May-Griinwald-Giemsa, 100X
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A. Paciente con beta talasemia intermedia.

B. Paciente con beta talasemia heterocigota.
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esta patologia para asegurar el consejo genético e
implementar los controles clinicos regulares con
la correspondiente intervencion terapéutica.”” ®
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