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| Casos clinicos |

La doble heterocigosis por la mutaciéon comtn en el
codon 39 (C>T) (B°) vy la delecién siciliana (68°) 13.4 kb
causa una beta-talasemia transfusion dependiente en

dos pacientes costarricenses

(Double heterozygosity for the common mutation at codon 39
(C>T) (B°) and the Sicilian (68°) 13.4 kb deletion, causes transfusion-
dependent beta-thalassemia in two Costa Rican patients)

Tania Protti-Meléndez', Melissa Calderdn-Brenes?, Mariela Solano-Vargas®y
Walter Cartin-Sanchez*

Resumen

Las talasemias son des6rdenes autosémicos recesivos de las cadenas de hemoglobina
que poseen expresion clinica variable segtin el tipo de mutacion o delecién. Presentamos
el caso de dos jovenes mujeres costarricenses no relacionadas entre si y ambas
diagnosticadas con la mutacién comin en el codén 39 (C>T) (B°) en combinacién con la
delecion siciliana (6B°) 13.4 kb. La caracterizacion de doble heterocigota no habia sido
descrita antes en la literatura médica, y discutimos el significado de este genotipo que
causa un defecto tipo B° talasemia transfusiéon dependiente.

Descriptores: Beta (B)-talasemia, delta-beta (6B)-talasemia, delecion siciliana, anemia,
doble heterocigosis.

Abstract

Thalassemia are autosomal recessive disorders of hemoglobin chains with variable
clinical expression depending on the type of mutation or deletion present. We present
the common codon 39(C>T) (B°) in combination with the 68° 13.4 kb Sicilian deletion in
two non-related young women from Costa Rica. We report the characterization of the
compound heterozygous not previously described phenotype, and discuss the significance
of this genotype combination with a transfusion dependent B° defect Thalassemia.

Keywords: Beta (B) thalassemia, delta-beta (6B) thalassemia, sicilian deletion, anemia,
compound heterozygous.

Fecha recibido: 08 de febrero 2022 Fecha aprobado: 30 de noviembre 2022

Las talasemias son alteraciones hereditarias que repercuten en la sintesis de
globina sin afectar al grupo heme y se caracterizan por la produccién disminuida
de una cadena particular de globina y acumulacién de otras cadenas de globinas
no afectadas. Sus manifestaciones clinicas son variadas, desde anemias leves
que pueden pasar desapercibidas, hasta padecimientos graves dependientes de
transfusiones. Una caracteristica comtn a los sindromes talasémicos (desorden
autosémico recesivo con una expresion clinica variable segln el tipo de mutacién
y del niimero de factores moduladores) es un cuadro hemolitico, con microcitosis
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Beta-talasemia transfusion dependiente

hipocrémica y eritropoyesis ineficaz. Las talasemias
se encuentran entre las enfermedades genéticas de
mayor prevalencia.

Alafecha, se han descrito mas de 600 defectos
moleculares en las beta-talasemias que reducen (B*)
0 no permiten que se produzca (B° la expresién de
cadenas de beta-globina.!?

En términos generales, entre un 80% y 90%
de los casos concentrados en un area geografica,
prevalece un numero de mutaciones especificas
comunes a esa region en particular. Sin embargo,
mutaciones mds raras, 0 menos comunes, también
son detectadas en dichas areas. Asi ha sucedido
también en Costa Rica, donde defectos poco
frecuentes en relaciéon con su zona geografica han
sido recientemente descritos.>*

Se describe aqui la identificacion de una
mutacion comun en el codén 39 (C>T) de la cadena
de beta-globina y una delecion delta-beta (6p°)
siciliana 13.4 kb, cuya presentaciéon como doble
heterocigota no ha sido descrita anteriormente en la
literatura cientifica y cuya presentacion clinica causa
una beta-talasemia (B°) transfusion dependiente.

Presentacion de los casos

La probando 1 fue una paciente de 13 anos 2
meses de edad, vecina de Limoén, con historia familiar
de madre portadora de delta-beta (6B) talasemia. Desde
los 4 anos, la nina recibe seguimiento en la consulta
externa del servicio de hematologia del Hospital
Nacional de Ninos (HNN) Dr. Carlos Sdenz Herrera, a
donde fue referida del Hospital Tony Facio, de Limon,
luego de un internamiento por cuadro respiratorio. Al
momento del internamiento, la paciente presenté un
antecedente personal de anemia hemolitica con ambas
pruebas de Coombs (directa e indirecta) negativas.

Durante su internamiento se realizaron
serologias por Mycoplasma pneumoniae y gota
gruesa, las cuales resultaron negativas. Ademads, se
efectud una curva de fragilidad osmética (CFO) que
report6é un desplazamiento a la izquierda de la curva,
no compatible con esferocitosis hereditaria (EH).

Asimismo, se llevo a cabo una electroforesis de
hemoglobina, la cual se consigné en el expediente
médico de la paciente como compatible con delta-
beta (6B) talasemia (Cuadro).

Cuadro 1. Indices hematolégicos y electroforesis de
hemoglobina de las probandos 1y 2

Parametro Probando 1 Probando 2
Glébulos rojos (x 106/ul.) 3.52 3.24
Hemoglobina (g/dL) 7.3 7.1
Hematocrito (%) 22.5 21.2
VCM (fL) 67.1 65.4
HCM (pg) 23.0 21.9
CHCM (g/dL) 32.5 33.5

Hb A (%) 23.5 24.9

Hb F (%) 75.0 73.5

Hb A2 (%) 1.5 1.6

Indices de serie roja y expresion relativa (%) de las hemoglobinas
obtenidos del hemograma y electroforesis capilar, respectivamente,
para cada una de las probandos.

La paciente, desde septiembre de 2014 y hasta
marzo 2020, recibié transfusion de glébulos rojos
cada 3 0 4 semanas con el fin de mantener un nivel de
hemoglobina superior a 9 g/dL; sin embargo, presento
deformidad 6sea, que era el objetivo por evitar con ese
esquema transfusional, por lo que se intenté mantener
el nivel superior a 7 g/dL. En el ano 2011 se le realiz6
un ecocardiograma que evidencié un corazon de
estructura y forma normal, con ventriculo izquierdo
dilatado y fraccién de acortamiento del 32%, tipico de
anemia cronica. Clinicamente, la nina ha mantenido
requerimientos transfusionales como en un
paciente con sindrome talasémico de beta-talasemia
mayor, lo que no es concordante con el diagnostico
electroforético de delta-beta (6B) talasemia. Por lo
anterior, se realiz6 un estudio electroforético del
padre, se documenta compatibilidad con heterocigoto
para beta (B) talasemia.

Lo anterior motivo a efectuar un estudio
molecular de la probando 1 en el que se obtuvo un
resultado de doble heterocigoto para una mutacién
comun en el codén 39 (C>T), causante de beta-
(cero)-talasemia, y una delecion (6B°) siciliana 13.4
kb, causante de delta-beta (cero) talasemia.
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Durante el periodo del 3 de diciembre de
2010 al 26 de junio de 2020, la nina recibié 70
transfusiones, segin registro del banco de sangre
del HNN. La paciente requiri6 esplenectomia
en julio de 2011 y colecistectomia en julio de
2018. Por complicaciones relacionadas con
las transfusiones de glébulos rojos, presentd
hiperferritinemia por lo que recibié tratamiento
conel quelante de hierro deferasirox. E1 26 de junio
de 2020, se le traslado del hospital pediatrico a un
hospital de adultos, por edad, de acuerdo con los
lineamientos de la Caja Costarricense del Seguro
Social (CCSS) de CostaRica,endonde actualmente
se encuentra en control y seguimiento sin otras
complicaciones recientes.

La probando 2, de 14 anos 2 meses de edad,
quien no tiene relacién alguna con la probando
1, inicié control en el Servicio de Hematologia
del HNN desde los 3 anos. Debut6 clinicamente
como paciente con anemia hemolitica Coombs
negativa. En estudios realizados al inicio, se
obtuvo una curva de fragilidad osmotica (CFO)
con desviaciéon a la izquierda, lo que descarta
esferocitosis hereditaria. Se les efectu6 un estudio
electroforético a los padres, siendo la madre
portadora de delta-beta (6B) talasemia y el padre se
document6 heterocigoto para beta (B) talasemia.
Primeramente, se cataloga como homocigota para
delta-beta-talasemia, lo que motivé a realizar
un estudio molecular de la probando 2 con el
que se logré6 documentar un estado de doble
heterocigoto: una mutacién comun en el codén
39 (C>T), causante de beta-(cero)-talasemia (B°),
y una delecion tipo siciliana 13.4 kb, causante de
delta-beta (cero) talasemia &B°.

La probando 2 se mantuvo con requerimientos
transfusionales altos, con transfusiones de
glébulos rojos empacados cada 3 a 4 semanas con
el objetivo de mantener un nivel de hemoglobina
superior a 9 g/dL. A continuacién, se cambio la
meta a mantener niveles minimos de hemoglobina
en 7g/dL y fueron requeridas trasfusiones cada
6-8 semanas. Fue esplenectomizada en julio del
ano 2011 y colecistectomizada en julio del ano
2018. Recientemente fue trasladada a un hospital
de adultos. Al presente, estd en seguimiento
hematoldgico cada 6-8 semanas con requerimientos

de transfusion de glébulos rojos empacados con
la misma frecuencia y recibe terapia quelante de
hierro con deferasirox.

La sangre periférica de las pacientes se analiz6
en un equipo Sysmex XN1000 y se obtuvieron
indices de serie roja compatibles con talasemia. Se
realiz6 una electroforesis de zona capilar (CZE, por
sus siglas en inglés) en equipo Capillarys II (Sebia
Park Technology, Lisses, Francia). Los resultados
obtenidos se observan en el Cuadro.

Para el estudio molecular, se extrajo
ADN gendémico de los leucocitos de sangre
periférica de ambas probandos. Se efectué un
estudio de secuenciacién por Sanger y MLPA
(por sus siglas en inglés, de multiplex ligation
dependent probe amplification), para buscar
mutaciones y deleciones en el grupo de genes
que codifican para la cadena de beta-globina. El
MLPA es un método comparativo basado en la
amplificacién cuantitativa y subsecuente analisis
de los fragmentos de multiples sondas que se
hibridizan a una regién de interés. Debido a que
la amplificacion de las sondas solo puede darse
si existe un ADN complementario en la muestra,
este método permite mostrar el perfil genético de
la variacion en el nimero de copias en el genoma
del paciente. Se utilizé el kit MLPA P102-D1
para HBB (beta-globina) de la casa MRC-Holland
(Amsterdam, The Netherlands), que contiene 49
sondas disenadas para detectar cambios en el
namero de copias en el locus para la cadena B de
hemoglobina (cromosoma 11p15.4) y que abarcan
desde 1 Mb corriente arriba de la regién del locus
control, hasta 10 kb corriente abajo del gen de
la B globina. Los productos de amplificacién se
separaron empleando electroforesis capilar en el
secuenciador ABIPRISM 3100 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Se utiliz6 el Gene Mapper versiéon
3.7 (Applied Biosystems) para la determinacion del
tamano; los datos obtenidos fueron analizados
con el software Coffalyser (MRC-Holland). Se
emplearon muestras de controles sanos normales
como control de las reacciones de la MLPA.

En ambas probandos se documenta una
mutacién en el codéon 39 (C>T) (B°) en combinacién
con la delecidn siciliana 8p° 13.4 kb (Figura).
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Figura 1. A. Representacion alelo 1: se detect6 una delecién en la
region 11p15.4 de un tamano aproximado de 8,1 kb (12 sondas que
se extienden desde el ex6n 3 del gen HBD hasta la region corriente
abajo del gen HBB, delecion reportada en la literatura como delta-
beta ° siciliana. B. Representacién alelo 2: se detect6 la variante
¢.118C>T, p.(GIn40Ter) ubicada en el exdn 2 y en estado hemicigoto.
Esta variante produce un codén de terminacién prematuro y se
asocia con B° Talasemia.

Discusion

Segln la tradicién, las beta-talasemias se cla-
sificaban clinicamente en tres categorias segun la
gravedad del cuadro: la talasemia mayor (B / BY),
las cuales son graves y dependientes de transfu-
siones; la talasemia menor, o con pocos sintomas,
usualmente representada por el rasgo de portador
(B /B v la talasemia intermedia,’ la cual es extre-
madamente heterogénea, tanto respecto a su causa
genotipica como a su fenotipo clinico, y va desde
una anemia severa que requiere transfusiones san-
guineas intermitentes, a condiciones asintomaticas

levemente mayores a las que presentan los porta-
dores asintomaticos.

En la actualidad, debido a la heterogeneidad
clinica, la clasificacion se ha dividido en dos
categorias: talasemia dependiente de transfusién y
talasemia no dependiente de transfusion; la primera
presenta la mayor gravedad clinica.® Uno de estos
genotipos es el heterocigoto compuesto por un
alelo B-tal leve o grave, cuyo resultado dependera
de si la mutacién es de la variedad B* o de la B°.

La condicion heterocigota, por otra parte,
tiene un cuadro fenotipico que semeja el rasgo
de beta-talasemia con una HbA, normal y una
hemoglobina F (HbF) elevada que varia entre un
5%y 20%. Debido a que los homocigotos por delta-
beta-talasemia tienen hallazgos idénticos por HPLC
a los de homocigotos para persistencia hereditaria
de HDF, los hallazgos clinicos de una anemia leve
van mads a favor de una delta-beta-talasemia y no
de una persistencia hereditaria por hemoglobina
fetal (PHHbF). Por ello, los estudios familiares
juegan un papel critico en el correcto diagndstico.
La delecién siciliana, por ejemplo, presenta una
delecion de 13,379 pares de bases, remueve la
region 3’del gen delta, la totalidad del gen beta y
se extiende hasta 6.4 kb del elemento L1.” Cuando
las deleciones se combinan con mutaciones de
beta-tal, justo y como en los dos casos descritos en
este articulo, da como resultado fenotipos clinicos
que abarcan desde condiciones asintomaticas hasta
cuadros de beta-talasemia mayor. La sobreposicién
de los pardmetros hematolégicos y la variabilidad
en la expresion de la HbA, y Hb F hacen necesario
el estudio molecular para la distinciéon de las
deleciones y mutaciones clinicamente relevantes.
Se describen aqui los primeros dos casos en Costa
Rica debidos a una asociaciéon de la mutacion en el
codoén 39 (C>T) (B°% en combinacion con la delecidn
siciliana 6B° 13.4 kb. La mutacién en el codén 39
(C>T) ha sido descrita en 6.25% de los casos de
beta-talasemia en Marruecos® y con una frecuencia
de 3.8% en los casos de beta-talasemia en Algeria.
Sin embargo, esta es la primera vez que se detectan
en nuestro pais, la mutacién puntual en el codén 39
(C>T), la cual es muy comun en otros paises, y que
se presenta concomitantemente con la delecion
6B (0) tipo 13.4 kb siciliana. A la fecha no se ha
encontrado reporte en la literatura cientifica de una
doble heterocigosis semejante a los dos casos aqui
descritos. En dreas donde la talasemia es prevalente,
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la deteccién de las mutaciones por delta-beta-
talasemia son muy importantes debido a que la
coexistencia de esta con las alfa o beta-talasemias
podria causar un diagnostico erréoneo o incluso
un no diagnéstico por talasemia.’ Por lo tanto,
estos casos recalcan la importancia del genotipeo
de pacientes con delta-beta talasemia o PHHDF,
el cual juega un papel crucial en la determinacién
de la fisiopatologia y en el consejo genético. El
laboratorio debe ser capaz de discriminar entre una
hemoglobina fetal (HbF) elevada artefactualmente
y otras causas clinicas serias, entre las que se
encuentran: malignidades en médula 6sea, anemia
aplasica, beta-talasemia transfusién dependiente
(antes llamada talasemia mayor), delta-beta
talasemia o condiciones no patoldgicas inducidas
por mutaciones o polimorfismos que ocurren
en el promotor del gen gamma.'? La deteccién
de trastornos de la hemoglobina por deleciones
o mutaciones conocidas permite un adecuado
manejo clinico y el correspondiente asesoramiento
genético. Con estos casos se resalta la importancia
entre la concordancia de la clinica del paciente
y los resultados de laboratorio, ya que cuando no
se presenta esa concordancia, es necesario seguir
estudiando al paciente con el fin de establecer un
diagnéstico certero.
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