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RESUMEN

En una nifia caucasica costarricense, oriunda
como sus padres de la ciudad de Cartago,
Costa Rica, se demostré que su severa anemia
hemolitica era producida por una talasemia
mayor (B tal) o enfermedad de Cooley. Los
estudios moleculares efectuados posteriormente
pusieron en evidencia la existencia de una
mutacién sin sentido en el segundo exon, codén
39 tipo C->T, la cual provoca interrupcion de la
traduccion, y por lo tanto un fenotipo 13° tal
supresor. Este informe constituye el primer caso
costarricense de enfermedad de Cooley
estudiado con técnicas de biologia molecular.
(Rev. Cost. Cienc. Méd. 1993; 14 (3, 4): 69-73).

INTRODUCCION

En Costa Rica se ha informado sobre cuatro
casos de talasemia mayor (1), diagnosticados
fenotipicamente con base en los resultados del
hemoglobinograma  familiar, segun  una
metodologia descrita en una publicacion
nacional (2).
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La gran mayoria de lesiones descritas en el gen
de la globina R son mutaciones puntuales, que
afectan a un solo nucledtido. En los ultimos diez
afios, se ha descrito casi un centenar de
mutaciones asociadas con la existencia de una
R talasemia. Estas mutaciones afectan la
expresion del gen de globina R en todos sus
estadios: transcripcion, procesamiento,
maduracion del ARNm y traduccién. En el
presente caso, se destacan por primera vez los
estudios genético moleculares practicados a una
familia en la cual se encontré un nuevo caso de
R tal mayor. Asi mismo, se aplicaron los mismos
procedimientos de biologia molecular a la ultima
familia en donde habiamos descrito otro caso de
enfermedad de Cooley (1).

PRESENTACION DEL CASO

La propositus es una paciente femenina de 4
anos de edad, oriunda de la provincia de
Cartago. A los 7 meses de edad fue referida al
Hospital Nacional de Nifios, del Hospital de
Cartago, con historia de haber sido hos-
pitalizada en ese hospital a los 4 meses de edad
por anemia severa y cuadro infeccioso
(bronconeumonia y enfermedad diarreica),
documentandose  hepatoesplenomegalia  al
examen fisico. Los examenes de laboratorio en
Cartago  mostraron: un hematocrito en 22%,
las plaquetas en 275.000/mm?®, los reticulocitos
en 2% 'y los leucocitos en  18.000/
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mm?®, con un recuento diferencial normal; 5% de
eritroblastos, con una morfologia eritrocitica que
presentd anisopoiquilocitosis con hipocromia
marcada. En su internamiento fue transfundida
con glébulos rojos empacados. Un mes después
volvid a cita de control encontrandose una
hemoglobina de 6,2 g/dl, con 2% de reticulocitos
y un leucograma y plaquetas normales. Hubo
discreta hiperbilirrubinemia indirecta y una
importante alteracién morfolégica eritrocitica:
macrocitos con basofilia difusa, -eliptocitos,
esquistocitos, microesferocitos y células en
diana.

No hay antecedentes heredofamiliares de
anemia. Los padres de la niha estan empa-
rentados; son primos hermanos, ambos
oriundos de Cartago.

Los estudios en el Hospital de Nifos mostraron
una hemoglobina en 4,5 g/dl con la siguiente
morfologia eritrocitica: marcada hipocromia
(3+), marcada anisocitosis (4+) dada por
macrocitos con basofilia difusa (2+) microcitos
(1+), esferocitos (2+), abundantes poiquilocitos
hipocromicos y escasos no hipocromicos y
células en diana (2+).

Se observd un 65% de eritroblastos, con
cambios diseritropoyéticos.

Se utilizaron los métodos estdndar en hema-
tologia (3,4,5). La electroforesis de la Hb se
practicé en placas de acetato de celulosa Titan
lll de la casa Helena, a pH 8,6 en tampdn de
TEB, de acuerdo con Schneider (6), y en geles
de agar acido (pH 6,2), segun Robinson et al.
(7). La Hb A, se cuantifico por
microoromatografia con DE-52 (8); la Hb F por
desnaturalizacion alcalina (9), y la Hb F
intraeritrocitaria se investigdé segun el método de
Betke, ligeramente modificado (10). Los
estudios de biologia molecular se basaron en
los procedimientos que utilizan oligonucleétidos
alélicos especificos sobre un ADN leucocitario
enzimaticamente amplificado gracias al uso de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(11). Estos novedosos estudios fueron
efectuados, en el Center for Medical Genetics,
the Johns Hopkins Hospital, University School of
Medicine, por el Dr. Haig H. Kazazian.
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Se determiné un patrén electroforético FA,
(ausencia total de Hb A), Hb en 96,8% y Hb A,
en 2,5%. Los cuerpos de inclusion intrae-
ritroblasticos fueron positivos (exceso de
Cadenas a), y la prueba de la elucion de la Hb F
eritrocitaria dio un patrén pancrémico, en donde
todos los eritrocitos poseian Hb F en mayor o
menor grado, tal y como era de esperarse dada
la ausencia de Hb A. El hemoglobinograma de
los padres, reveld la existencia de 3 talasemia
menor, al constatarse, como analisis de corteza,
valores de la Hb A, de 5,6% en el padre y de
6,4% en la madre. En ambos, el nivel de la Hb F
fue normal.

Los analisis de biologia molecular destacaron el
hallazgo en el gen R globinico de la familia de
una mutacion sin sentido en el segundo exon,
codén 39 tipo C->T, con lo que se origina un
genotipo en el propositus, pues tal mutacién
produce una supresion total de sintesis de
cadenas RA.

Después de confirmarse el diagndstico de beta -
talasemia mayor de genotipo R°/R°, por el
CIHATA, la evolucion de la nifia hasta el
momento ha sido muy satisfactoria. Se ha
mantenido con transfusiones cada 3-4 semanas
de gloébulos rojos empacados irradiados,
filtrados y lavados. No ha tenido ninguna
complicacion infecciosa hasta el momento y su
desarrollo psicomotor es normal.

Finalmente, el reporte médico sefiala en la
actualidad que la nifia tiene 4 meses de edad y
se reconoce que el tratamiento quelante del
hierro se debid haber iniciado después de los 3
afos. Lamentablemente no se cuenta con
desferroxamina debido a su alto costo, pero se
espera que a corto plazo se pueda adquirir. Son
muchos los pacientes con distintas
hemoglobinopatias (especialmente sindromes
drepanociticos) y otros trastornos hematolégicos
que requieren de este tratamiento. No debe
descartarse un eventual transplante de médula
Osea.

DISCUSION
La R-tal es una enfermedad hereditaria auto-

sémica recesiva, caracterizada por una
anemia hipocromica, la cual adquiere el



caracter netamente hemolitico y de eritropoyesis
ineficaz, en el paciente homocigoto o mayor, el
cual, por consecuencia, sera transfusion
dependiente (12). ElI que se exprese
fenotipicamente un determinante beta-tal como
supresor (3°) o depresor (B), dependera de la
severidad de la mutacion llevada a cabo,
caracterizandose el tipo R° por la total ausencia
de sintesis de cadenas 3(13). Este determinante
ya ha sido reportado en Costa Rica en
conjuncioén con la Hb S (14), y en otro caso de
talasemia mayor (1, 13). En las
aproximadamente 60 kilobases que ocupan el
“cluster” de los genes de la globina de tipo B3, se
han descrito 19 dianas de restriccion
polimérficas, cuyo estudio simultaneo permite
establecer unos determinados haplotipos,
habiéndose relatado la existencia de un numero
muy reducido (alrededor de 10 de ellos), en las
distintas poblaciones estudiadas (15). El estudio
de la relacién de estos haplotipos, con la
existencia de determinadas mutaciones del gen
de globina beta, pone en evidencia el hecho de
que éstas aparecen predominantemente ligadas
a un particular haplotipo en las distintas
poblaciones estudiadas (16). El empleo de los
haplotipos de “cluster” de globinas tipo beta
permite efectuar un diagndstico genotipico tanto
directo como indirecto, que requiere ademas de
un estudio familiar (17). El diagndstico prenatal
de la beta-tal, por estos métodos de analisis del
ADN, se ha hecho entonces factible gracias a la
abundante informacién disponible referente a
las mutaciones o delecciones en el gen, que
condicionan la apariciéon de un fenotipo comun
que se conoce genéricamente como beta-tal.
Actualmente son mas de 100 las lesiones
moleculares descritas en R-tal (18, 19, 20),
siendo principalmente mutaciones de una unica
base en la secuencia del ADN, capaces de
alterar la expresion normal de este gen. Estas
lesiones tienen una distribucién geografica o
racial determinada, de tal suerte que, en una
area concreta en la que el trastorno esté
implantado, existe un numero limitado
de lesiones  responsables del trastorno
(21). Una propiedad de algunos de

los haplotipos descritos es su alta tendencia a
asociarse con determinadas mutaciones beta-tal
(3, 15). Este reconocimiento permitié disefar
una estrategia para el diagnostico prenatal
mediante el estudio de la segregacion de esos
haplotipos en la familia, con un grado variable
confiabilidad (22). No es sino hasta hace unos
pocos afios que es posible hacer el diagndstico
prenatal de la beta-tal de una manera rapida y
segura, mediante una estrategia que combina la
técnica de amplificacién enzimatica de un
fragmento de ADN, conocido como reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (23), y la
detecciéon directa de la mutacion talasémica
sobre el fragmento de ADN amplificado, por
medio de hibridacion con oligonucleoétidos alelo-
especificos radiomarcados (24), o no (11, 25,
26). Esta ultima metodologia ha sido la utilizada
en el diagnostico de la lesién molecular beta-tal
de las familias estudiadas, una de ellas objeto
de este informe.

Dentro de las lesiones R-tal que pueden
reconocerse mediante enzimas de restricciéon y
la PCR, se encuentra la lesién en el codon 39
con la mutacion C->T, con una distribucion
frecuente en el Mediterraneo y en otras
poblaciones europeas, estando relacionada con
los haplotipos |, I, IX y VII (27). Dentro de las
alteraciones biosintéticas que logran producir
cuadros [ talasémicos, existen aquellas en las
que un punto de mutacién sin sentido
“nonsense” provoca la aparicion de un ARNm no
funcional, tal y como es el caso de la mutante en
el codon 39 (C->T), prevalente en las personas
caucasicas del Mediterraneo. A propdsito,
existen aproximadamente unos 20 defectos
moleculares en el gen beta en la poblacion
mediterranea. Un 50% de ellos se corresponde
con el fenotipo clinico de R°-tal (27). De éstos, el
mas frecuente es el R° 39, hallado en los casos
costarricenses que aqui se relatan, y que indica
el origen probable de la familia. De las
mutaciones detectadas en la poblacion
mediterranea, 12 de ellas son muy raras, en
tanto que ocho son muy comunes y han
sido detectadas en la gran mayoria
de las areas ) talasémicas
consideradas de alto riesgo. La mutacion R°
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39 ha demostrado ser el defecto molecular
prevalente en la parte occidental de la cuenca
mediterranea, incluida Cerdefia, Espafa vy
Portugal (27, 28), constituyéndose Cerdefia en
un ejemplo extremo de heterogeneidad
haplotipica al encontrarsele en el contexto de
nueve diferentes haplotipos cromosémicos (29).
Como regla general, cada una de estas
mutaciones esta contenida en un heplotipo
cromosomico especifico. Es alta la asociacion
entre haplotipos especificos y mutaciones
especificas, pero no absoluta, de tal suerte que
mutaciones como las R° 39, R* ISV-1 nt 110, R°
IVS-2 nt, han sido detectadas en diferentes
haplotipos (15). En vista de que las mutaciones
3-tal especificas se concentran en diferentes
poblaciones, se han establecido para su
deteccion  ensayos con  oligonucleotidos
seleccionados para  diferentes  regiones
geogrdéficas. Asi, el ADN gendémico amplificado
por la PCR es secuencialmente hibridizado con
diferentes oligonucledtidos especificos, co-
rrespondientes con las mutaciones que son
prevalentes en la region de origen de una
familia bajo estudio (30).
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