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Resumen

En 671 muestras de cordon umbilical de nifios recién nacidos a término de poblacién caucésica
0 caucasoide del area de Cartago, se pudo constatar una frecuencia de 2,53 por ciento de
hemoglobina Bart, presuntivamente relacionada con casos no homogéneos de alfa-talasemia.
Se comenta la genética molecular de las alfa-talasemias y el valor diagnéstico de los niveles de
la hemoglobina Bart al nacimiento por diversas técnicas electroforéticas, siendo la mas sensible
el gel de almidon con tampén a pH alcalino. En una de tres familias estudiadas, pudo
confirmarse la existencia de alfa talasemia en un propositus de 14 meses que al nacimiento
mostrd hemoglobina Bart de aproximadamente un 4 por ciento. (Rev Cost Cienc Méd Dic 1980;
1(2): 97- 104).

Introduccioén

El diagnostico prenatal y neonatal de errores innatos del metabolismo se ha convertido en
practica diaria en centros médicos de pediatria de paises desarrollados. La justificacion de estas
investigaciones es un hecho indiscutible por sus alcances médicos y genéticos, pues un
diagnéstico precoz de enfermedades genéticas ofrece una oportunidad insoslayable para el
tratamiento temprano y el aborde adecuado hacia la prevencion de casos ulteriores a través del
consejo genético (36). Para el diagnéstico prenatal de talasemia los procedimientos comprenden
la obtencion de sangre fetal y su incubacién con leucina marcada a fin de determinar
posteriormente las cantidades relativas de sintesis de cadenas alfa, beta y gamma (1, 2, 5, 7, 8,
18, 21). Recientemente se ha utilizado el extraordinario método de hibridacién con cDONA—DNA
con DNA de fibroblastos obtenidos de liquido amnidtico para el diagndstico antenatal de alfa-
talasemia (16, 22, 25, 43), asi como de beta talasemia y hemoglobina S (20).

Estos procedimientos biosintéticos han servido no sélo para la elucidacion de trastornos
hereditarios de gran importancia clinica, sino también --en el caso de las talasemias— para la
demostracion del nimero de genes comprometidos en la sintesis de determinadas proteinas (19,
22, 28, 38).

Al margen de tan relevantes investigaciones prenatales de enfermedades talasémicas, se han
establecido técnicas muy sencillas para el diagnéstico neonatal de estos trastornos con sangre
de corddon umbilical. En un trabajo preliminar, Saenz et al. (32) habian demostrado en nuestro
pais la validez de estos procedimientos en una poblacién de recién nacidos de la ciudad de
Nicoya En el presente trabajo, se indica un protocolo analitico mejorado para el estudio de
hemoglobinopatias —con especial referencia de las alfa -talasemias en sangre de cordén de
nulos de la ciudad de Cartago, con un fenotipo familiar racial basicamente caucasico o
caucasoide.
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Costa Rica, Servicio de Hematologia, Hospital San Juan de Dios.
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Material y métodos

Se estudiaron 671 muestras consecutivas de sangre de corddn umbilical de nifios nacidos a
término en el Hospital Max Peralta de la ciudad de Cartago, Costa Rica. Las muestras de sangre
se colectaron con anticoagulante de EDTA - 2Na. A todas se les practic6 hemolizado rapido con
el uso de una gota de sangre parcialmente empacada y cuatro de una solucién hipoténica de
EDTA " 2(0,025%), mas 2 ml de KCN al 5 por ciento por cada 100 ml de la solucién quelante. En
las situaciones en que se observé la presencia de una hemoglobina anormal, se realizd
hemolizado total de Singer et al. (35), afiadiendo también KCN (0,05 ml por cada ml de
hemolizado al 9-11 g/dl), con el fin de evitar la formacion de metahemoglobina.

La electroforesis de hemoglobina se llevé a cabo en placas de acetato de celulosa (TITAN I,
Helena) y tampon de Tris-Edta-Borato a pH 8,6 (34), con tincién primaria a base de Ponceau y
posterior sobretincidn con bencidina, y a pH 7, en tampén de fosfatos (23); en gel de almidén de
capa fina (9, 10), y en gel de agar, con amortiguador de citrato, pH 6,1 (31). La apreciacion de la
hemoglobina Bart se hizo en los geles de almidon al compararse su cantidad con patrones
conocidos de Hb A, en concentraciones de 2 y 5 por ciento bajo as condiciones de la técnica
electroforética. Los estudios hematolégicos de rutina se efectuaron con los métodos
convencionales (17).

Resultados

En el Cuadro | se indican los hallazgos hemoglobinicos encontrados en 671 muestras de
cordén umbilical.

CUADRO [

Anormatidades hemoglobinicas detectables por electroforesis
en 671 muestras de cordén umbilical

Patron Bb  Genotipo Aduito No. %de 671  Fenotipo Presuntivo
_ : Alfa-Tal.

FA AA 652 97,17 -

14 (alfa-tal-2)
FA Bart AA 17 253 :

k)

3 (alfa-tal-1)

FA-S AS 2 0,30 ~

Aparte de los dos casos comprobados de fenotipo hemoglobinico AS en recién nacidos
caucasoides, debemos destacar del cuadro anterior que de los 17 casos con presencia de
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hemoglobina Bart por electroforesis, 14 de ellos se consideraron dentro de la categoria de alfa-

talasemia tipo 2 (gene silencioso o benigno) y 3 de ellos como poseedores de alfatalasemia tipo
1 (gene severo), al semicuantificarse la hemoglobina Bart por apreciacion contra patrones de
concentraciéon hemoglobinica conocida. Debemos destacar que si bien es cierto la corrida
electroforetica en acetato de celulosa es adecuada para evidenciar componentes menores de la
hemoglobina —sean lentas o rapidas—, es superior la sensibilidad, para estos efectos, de la
electroforesis en gel de almidén, por lo que las cifras sefialadas en el Cuadro 1 corresponden a
las obtenidas con este Ultimo procedimiento. La concordancia entre los dos procedimientos
electroforéticos fue de 82 por ciento, al dejar de percibirse tres casos presuntivos de alfa-tal-2 en
acetato de celulosa.

A los 14 meses de nacidos, se estudiaron los tres propositus poseedores presuntivos de alfa-
tal-1 y a sus familiares, con el fin de investigar posibles alteraciones hematolégicas tipo
talasemia. En dos de las familias pudo demostrarse deficiencia de hierro tanto en los propositus
como en otros miembros, hecho que impidio la correcta valoraciéon de talasemia. En la tercera
familia, si se hizo evidente en el propositus la persistencia de un cuadro talasémico menor,
aunque no se detectara el estigma en sus padres, ni claramente en un hermano de mas edad.
En el Cuadro Il se indican los valores hematolégicos de la familia en cuestién. En el propositus
de ésta, no pudo demostrarse hemoglobina H (la contrapartida adulta de la hemoglobina Bart) ni
cuerpos de inclusion.

Discusioén

El diagnéstico neonatal de talasemia ha venido haciéndose un procedimiento de rutina en
algunos centros de hematologia pediatrica y, especialmente, en aquellas regiones del mundo en
donde prevalecen estos desordenes (4, 29). La alfa-talasemia se caracteriza por una
disminucién o una ausencia de la biosintesis de globina alfa. En la mayoria de las poblaciones
parece haber 2 genes de globina alfa por cromosoma, por lo que existirian teéricamente cuatro
condiciones de alfa-talasemia que se caracterizarian por la pérdida de uno a cuatro genes de los
loci (16, 27, 38). Estudios de hibridacion con cDNA (complementario) de globina alfa han
confirmado que la mayoria de las alfa-tal son debidas a pérdida de uno o mas genes (3, 11).
Cuando se pierde un solo gene se presenta el caso del “portador silencioso” o fenotipo de alfa-
tal leve o tal-2, llevando el cromosoma con tal pérdida otro gene normal de cadenas alfa. Si se
pierden dos genes, se presenta el caso del “rasgo de alfa-tal”, tal-1 6 gene severo, situacion que
por lo regular sucede en el mismo cromosoma (24). Esta condicion se asocia con anormalidades
morfologicas del eritrocito pero sin anemia significativa. Una condicién homocigota por alfa-tal-2
resultard en un sindrome fenotipicamente similar al provocado por la forma severa o alfa-tal 1. Si
se han perdido 3 genes de globina alfa, resulta un cuadro de anemia hemolitica importante de
estirpe hipocrémico poiquilo-anisocitico, denominado enfermedad por hemoglobina H. La
hemoglobina H es un tetrdmero de cadenas beta (beta 4), el cual se acumula en vista de la
escasez de cadenas alfa. Esta hemoglobina es de caracter inestable, precipitando en las células
con el consiguiente cuadro de hemodlisis, usualmente moderado. En Costa Rica hemos
encontrado este sindrome (33) en una familia de extracciéon asiatica. Lo usual es que este
sindrome sea el producto de la herencia de un gene de alfa-tal-1 (pérdida de dos genes) y de un
gene de alfa-tal-2 (pérdida de un gene), con produccion de hemoglobina A gracias a la actividad
de un solo gene alfa. Por (ltimo, la pérdida de los cuatro genes alfa se asocia con muerte fetal
en Utero (Hydrops fetalis de alfa- talasemia), por un sindrome homocigético del gene alfa-tal- 1,
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caracterizado por fallo cardiaco congestivo debido a la severa anemia. Los estudios de biologia
molecular con el uso de mapeos del DNA con endonucleasas de restriccion han confirmado la
pérdida de genes alfa asociados con las varias formas genéticas y hematologicas de alfa-
talasemia (26). Al menos, estas consideraciones genético-moleculares de la alfa-talasemia son
aplicables en poblaciones orientales, siendo algo diferentes en poblaciones mediterraneas y de
raza negra (3, 11), lo que explicaria la ausencia del hydrops fetalis, y aun de enfermedad por
hemoglobina H, en dichas poblaciones. En la negra se ha demostrado que al contrario de la
oriental —en la cual es frecuente que se hayan perdido dos genes en un mismo cromosoma—,
lo usual es que se pierda uno sélo en cada uno de los dos cromosomas, por lo que la incidencia
del portador silencioso (alfa-tal-2) y del portador o rasgo (alfa-tal -) sea significativa en estos
grupos poblacionales (3).

La hemoglobina Bart (gamma 4) generalmente se asocia en el periodo neonatal con la presencia
de alfa-tal (15, 32, 37, 41, 42). Dicha hemoglobina puede demostrarse sin dificultad en sistemas
electroforéticos a pH alcalino, sea en acetato de celulosa (14, 34) como de almidon (9, 14, 41), y
puede corroborarse por su migracion anddica a pH 6,8-7,0 en tampon de fosfatos (23), por
métodos inmunolégicos (14, 40) y por electroforesis de globina (34). Wasi et al. (41) en estudios
realizados en Thailandia, sefialan que las cantidades de esta hemoglobina al nacimiento pueden
ser de 1-2 por ciento, 5-6 por ciento y de 20-40 por ciento, correspondiendo respectivamente
estos valores a los genotipos de alfa tal-2 (—, alfa/alfa, alfa), alfa-tal-1 6 rasgo (—, — /alfa, alfa),
y de alfa-tal-1/alfa-tal-2 6 enfermedad por hemoglobina H (—, —, /—-, alfa). Obviamente,
también por métodos de biosintesis de globina en sangre de corddn (22) se puede demostrar el
desequilibrio sintético entre cadenas alfa y beta, poniéndose en evidencia un incremento del
indice de la relacion gama-beta/alfa, en los diversos sindromes de alfa-talasemia.

Los hallazgos aqui consignados sefialan la presencia de un 2,5 por ciento de fenotipos con
hemoglobina Bart en 671 muestras de sangre de cordon umbilical, con un 0,4 por ciento
correspondiente, en forma presuntiva, a la forma de alfa-tal-1 (3-5 por ciento de hemoglobina
Bart), y de 2,08 por ciento a la alfa-tal-2 (1-2 por ciento de hemoglobina Bart). En este Gltimo
fenotipo no se presenta anemia, alteraciones eritrociticas, cuerpos de inclusién, fracciones
hemoglobinicas anormales (Bart, H) o niveles alterados de los pequefios componentes (A,, F),
por lo que el diagnéstico hematoldgico es imposible de realizar, salvo en ocasiones por la prueba
de la sintesis de globina (41). Su presencia “silenciosa” se hace evidente cuando el poseedor
por ejemplo, engendra hijos con una mujer portadora del rasgo (alfa-tal-1), y aparecen en la
descendencia casos de enfermedad por hemoglobina H. En la mayoria de los pacientes con el
gene severo, o alfa-tal-1, si es posible encontrar una ligera anemia microcitica hipocromica,
alteraciones eritrociticas de estigma talasémico, hierro sérico normal y patron electroforético
usualmente normal, rara vez trazas de hemoglobina H, con ocasionales cuerpos de inclusion y
una fragilidad osmotica disminuida. Estos portadores del rasgo son obligadamente padres (41)
de nifios hidropicos (100 por ciento hemoglobina Bart) o con enfermedad por hemoglobina H
(niveles entre 5-30 por ciento del hemolizado total) (41). No teniendo entonces ningln sentido
practico estudiar posteriormente a los nifios que en el presente estudio presentaron hemoglobina
Bart en los limites aceptados para la forma de alfa-tal-2, nos propusimos analizar las tres
familias de los propositus que habian evidenciado cantidades de hemoglobina Bart entre 3 y 5
por ciento. En dos de éstas, no fue posible obtener conclusiones analiticas pues fue evidente
una deficiencia de hierro en los propositus y en algunos de las familiares, situacién metabdlica
gue enmascara al estigma talasémico, tanto beta como alfa (4, 6, 39). Enlatercer familia
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(Cuadro 1) si se pudo demostrar la presencia del rasgo de talasemia alfa, pues al menos en el
propositus se hizo evidente el cuadro hematolégico caracteristico del trastorno heredado (4, 6,
12, 13, 29, 30). Podria conjeturarse que al menos el propositus haya heredado de cada padre un
gene de alfa-tal-2, con lo cual se explicaria el nivel de su hemoglobina Bart al nacimiento y un
factible genotipo alfa—/ alfa—, como el que se observa en poblacion de raza negra (3), y que
corresponderia fenotipicamente al efecto de un gene alfa-tal-1. Esta explicacién es factible dada
la complejidad de la genética molecular en talasemias (41).

Se ha sefialado que es posible detectar pequefias cantidades de hemoglobina Bart en nifios
sanos recién nacidos (6, 12), asumiéndose que su presencia podria reflejar una temporal
desigualdad en los niveles de cadenas alfa y no alfa durante la transicion sintética de
hemoglobina fetal a hemoglobina A. En todo caso, es claro que la presencia de hemoglobina
Bart al nacimiento en especial cuando es de mas de un 3 por ciento, obliga a pensar en alfa
talasemia habiéndose descrito mayor incidencia del defecto cuando hay herencia concomitante
de variantes de hemoglobina de cadena beta (S y C) (6). Cuando en nuestro medio hacemos el
primer reporte sobre alfa-talasemia doble heterocigota (alfa 1/alfa 2-tal) o enfermedad por
hemoglobina H (33), insistimos en lo apuntado por Hedge et al. (13) en torno a la pesquisa del
rasgo de alfa-tal (tal-1), al recomendar que esta anomalia sea considerada en todos aquellos
pacientes con origen étnico de “alto riesgo” (es decir asiaticos) que presentan anemia microcitica
hipocromica refractaria, luego que se ha excluido la deficiencia de hierro y el rasgo de beta-tal.

Las diferencias obtenidas en la poblacién caucasica que se analiza en el presente trabajo con
respecto al reporte que se hizo en la ciudad de Nicoya (fundamentalmente mestiza) (32), en
relacion a la frecuencia de hemoglobina Bart que fue de 1,12 por ciento en esta Ultima, no nos
permite inferir conclusion alguna ya que la tecnologia que se utilizé fue sensiblemente superior
en el presente trabajo.

ABSTRACT

We have demonstrated a 2.53 percent frecuency of Bart hemoglobin in
671 samples of cord blood in term newbonn babies of caucasic origin, in
Cartago,Costa Rica. We associate these findings with non-homogeneous
alpha-thalassemia. The molecular genetics of alpha-thalassemia and the
diagnostic value of Bart hemoglobin levels determined at birth by
different electrophoretic techniques, especially starch gel at alkaline
pH, are discussed. In one of the three families studied, we could
confirm the existence of alpha-thalassemia in the 14 month-old

propositus, who at birth had approximately 4 percent Bart hemoglobin.
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