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ANEMIAS HEMOLITICAS HEREDITARIAS

l. Introducciodn

HerminiaBenitez-Aranda*

La gran mayoria de las anemias hemoliticas que se
presentan en la edad pediatrica son anormalidades
intrinsecas del eritrocito, de caracter hereditario, se conocen
comodefectosintracorpuscularesy que comprenden cuatro
categorias: a) alteraciones delas proteinas de lamembrana
del eritrocito; b) defectos en la sintesis de las cadenas de
las globinas; c) defectos en la sintesis de la hemoglobina;
y d) alteraciones enziméaticas de los eritrocitos.

Un grupo minoritario de anemias hemoliticas se carac-
teriza por alteraciones externas adquiridas conocidas
como defectos extracorpusculares de los eritrocitos que
comprende a las anemias hemoliticas autoinmunes,
anemias hemoliticas microangiopaticas (sindrome
urémico-hemoliticoy purpuratrombocitopénicatrombética)
y las secundarias a bacterias y parasitos.

Lamembrana del eritrocito es un modelo delmosaico
fluido propuesto por Singery Nicolson'y esta compuesta
de proteinas y lipidos distribuidos en forma asimétricay
que interactdan entre si para cumplir con todas las
funciones de la célula. A pesar de que la membrana
constituye solo 1% del peso del total del eritrocito
desempefiaun papelimportante paramantener laintegridad
de la célula. Responde a la eritropoyetina durante la
eritropoyesis, aporta el hierro requerido por la célula para
la sintesis de hemoglobina, retiene compuestos vitales
como los fosfatos organicos, remueve los desechos
metabodlicos, previene la corrosion por el oxigeno, ayuda
a regular el metabolismo eritrocitario y por ultimo
intercambia iones de cloro y bicarbonato para mantener
el pH del organismo.?

La esferocitosis hereditaria constituye la anemia
hemolitica hereditaria mas frecuente a nivel mundial y
representa el ejemplo mas importante de la primera
categoria de los defectos intracorpusculares menciona-
dos previamente correspondiente a las alteraciones de
las proteinas que forman el esqueleto de lamembranadel
eritrocito, como las espectrinas, ankyrinas, proteinas 4.1
y4.2ybanda3. Enlarevisién presentada a continuacion
sobre este mismo por Pereay colaboradores se menciona
gue hasta 30% de los pacientes estudiados en su
laboratorio presentan esferocitosis hereditaria.

Por otro lado, dentro de los defectos de la sintesis de
las cadenas de las globinas, destacan las talasemias que
comprenden un grupo heterogéneo de alteraciones
hereditarias causadas por mutaciones que afectan la
sintesis de las cadenas alfa o betade lahemoglobina. En
la revision presentada por Ibarra y colaboradores la
talasemiabetarepresenta67%y 76% de las alteraciones
delahemoglobinaestudiadas en el Centro de Investigacion
Biomédicade Occidentey enlos Laboratorios Clinicos de
Puebla, respectivamente.
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ll. Trastornos de la membrana en anemias hemoliticas
hereditarias

Berthalbarra-Cortés*

La membrana del eritrocito estd compuesta por una
bicapa lipidica y proteinas integrales unidas a un
citoesqueleto proteico. Este citoesqueleto confiere alas
células sus propiedades mecanicas como ladeformacién
elasticaal pasar por capilares de diametroinferioralde las
células. Esta conformado por aproximadamente 15 pro-
teinas principales e innumerables proteinas menores,
gue se dividen en 2 grupos: a) proteinas integrales de la
membrana que incluyen la proteina intercambiadora de
aniones (también llamada proteina 1 o banda 3), y las
glucoforinas que portan antigenos de superficie
glucoproteicos;y b) proteinas periféricas de lamembrana
citoplasmatica, que incluyen proteinas estructurales como
espectrinas, ankirinas, actinas y enzimas eritrocitarias.
Elcitoesqueleto eritrocitario es unamalla bidimensional
formada por tetrdmeros de espectrina, unidos por la
proteina4.1yfilamentos cortos de actinay desminaalas
glucoforinas. Esta malla se enlaza ala membrana por la
unién delas espectrinas alas ankirinasy éstas alabanda
3 a través de la interaccién entre la proteina 4.2. El
citoesqueleto es el principal determinante de la forma,
fuerza y flexibilidad del eritrocito y ayuda a controlar la
organizacion lipidica, la movilidad de las proteinas
integrales y su topografia.
Las proteinas que con mayor frecuencia se han visto
asociadas con Esferocitosis Hereditaria Son:
a) Banda 3o Proteinaintercambiadora de aniones.
b) Espectrinas (ay ).
c) Ankirinas.
d) Proteina4.1.
e) Proteina 4.2 o Pallidina.

Se conoce el peso molecularde almenos 20 proteinasde
membrana, para 18 de ellas se sabe su localizacion
cromosomicayen 10hasidoanalizadalasecuenciade ADN.

Esferocitosis hereditaria

LaEsferocitosis Hereditaria (EH) es unaanemia hemolitica
hereditariadebidaaun defectointrinseco de lamembrana
del eritrocito, caracterizada por eritrocitos densos,
osmoticamente fragiles y esféricos que son atrapados
selectivamente en el bazo. Esta enfermedad se ha

observado entodaslasrazas, sinembargo, es particular-
mente comun en norteamericanos con unaprevalenciade
1:2000 nacimientosy en europeos con unaprevalenciade
1:5,000 nacimientos, esta frecuencia pudiera estar sub-
estimada al considerar la frecuencia del 1% de fragilidad
osmatica elevada observada en donadores de sangre.
Aproximadamente el 75 % de las familias afectadas
muestran un patrén de herencia autosémico dominantey
el 25 % restante un patrén autosémico recesivo o son
casos esporadicos.

Hematologicamente, después del periodo neonatal, la
mayoria de los pacientes desarrollan una hemodlisis
parcialmente compensada, reticulocitosis, esferocitos,
concentracion media de Hb y fragilidad osmética elevada.
Los pacientes con la forma autosémica dominante comin
tienen anemia moderada, esplenomegalia modesta, crisis
aplasticas e ictericia intermitente, ocasionalmente pueden
manifestar anemia severa con altos requerimientos
transfusionales, por lo general la forma recesiva es mas
severa. Otras complicaciones incluyen ictericia neonatal,
Ulceras maleolares, miocardiopatiasyy litiasis. La hemdlisis
puede hacerse mas evidente después de una actividad
fisica intensa probablemente debido al aumento del flujo
sanguineo esplénico. La severidad clinica es heterogénea
debidoaunaampliavariedad de mutaciones enlasdiferentes
proteinas que conforman el citoesqueleto eritrocitario.

Con base en estudios cuantitativos de las proteinas
membranales, en EH se presentan 3tipos principales de
alteraciones: a) en el 30 a 60 % de los casos, el defecto
bioquimico es debido a la deficiencia combinada de
espectrinasy ankirinasy se presenta enformadominante
orecesiva, ladeficiencia se correlacionaconlaseveridad
de la hemdlisis y la respuesta a la esplenectomia, con
frecuencia, la forma recesiva es méas severa.
Recientemente se hademostrado que esta deficienciaes
debida a un defecto en las ankirinas, la forma dominante
es debida a mutaciones sin sentido o por desviacion del
marco de lectura que ocasionan ausenciade la proteina,
laformarecesivaes debida principalmente amutaciones
en el dominio regulatorio; b) La deficiencia de labanda 3
se haobservadodel 15 al40% de los casos, s6loenforma
dominante y se caracteriza por una reduccion selectiva
de la B3 en eritrocitos; c) Deficiencia de la proteina 4.1 6
4.2 en forma recesiva, y de espectrina b en la forma

*Division de Genética, Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, CMNO, IMSS, Guadalajara, Jal. México
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dominante, cada una se ha observado en menos del 5%
delos pacientes estudiados. Con algunas variaciones en
diferentes poblaciones, por ejemplo, en Japénlos defec-
tos de banda 3y proteina 4.2 son mas frecuentes que los
defectos de ankirinas.

Lacomprension de laheterogeneidad clinicadelaEH
consideralos siguientes aspectos: a) los desérdenes con
expresion clinica notable son ocasionados por la
interaccion de dos alelos diferentes en trans, mientras un
alelo causa sintomas moderados, el otro es silente,
dando porresultado que elnimero de alelos potencialmente
patogénicos sean masimportantes delo que se sospecha;
b) La reduccion o pérdida de una proteina dentro del
multiple ensamblaje proteico conduce ainestabilidad del
citoesqueleto conlaposible desaparicion de otras proteinas
diferentes ala proteina defectuosa; ¢) los genes mutantes
gue se expresan entejidos no eritroides, permiten distinguir
condiciones multisindromicas que se adicionan a las
manifestaciones hematoldgicas.

Debidoaque enlaactualidad, los métodos aplicados al
estudio molecular de los componentes de la membrana
eritrocitaria no pueden ser utilizados en la practica diaria,
el diagndstico de las alteraciones de lamembranase basa
en el empleo de métodos indirectos capaces de poner de
manifiesto modificaciones en sus propiedades fisicas
tales como medirlos parametros sanguineos por medio de
una citometria hemética, la capacidad para resistir la
hipotonia del medio, que se detecta con la pruebarosa, la
resistencia a cambios de temperatura que se detectacon
la pruebade criohemodlisis, o si se cuenta conlatecnologia
suficiente, se puede realizar el analisis densitométrico de
las proteinas que forman la membrana del eritrocito por
medio de electroforesis en gel de poliacrilamida.

Esferocitosis hereditariaen México

Los estudios realizados en nuestro pais sobre los defec-
tos de membrana eritrocitaria son escasos, en nuestro
laboratorio hemos encontrado que aproximadamente el
30%de los pacientes con sospecha de anemia hemolitica
tienen EH.

Recientemente hemos analizado las proteinas de
membranaen geles de poliacrilamiday encontramos que
las deficiencias proteicas mas frecuentes son: espectrinas
o, Banda 3, ankirinas, proteina 4.2 y proteina 4.1,
encontramos ademas que aproximadamente el 40 % de
los casos son dominantes y el resto recesivo, de novo o
indeterminado.

A la fecha hemos realizado el analisis molecular de
dos genes: ankirina (ANK1) y Banda 3 (AE1). El andlisis
de mutaciones en el gen ANK1, ha permitido la
identificacién de una mutacion neutray sin sentido en el
exon 26, A944T en una familia, un alelo que hemos
considerado como recesivo por presentarse ademas en
la madre y un hermano sano, y que asociado a otra
mutacién desconocida se expresa como Esferocitosis
Hereditaria en el propositus. En el gen de la proteina
Banda3hemosidentificado 4 posibles mutaciones nuevas,
dos de ellas por desviaciéon del marco de lectura 'y 7
cambios en la secuencia del gen que pueden ser SNP’s
0 mutaciones.

Si bien el manejo clinico de la esferocitosis no
depende directamente de la patologia molecular, la
heterogeneidad molecular observada permitira establecer
unamejor correlacion entre el fenotipo clinicoy la patologia
molecular de los genes involucrados directa o
indirectamente con la Esferocitosis Hereditaria.

l1l. Talasemias

Berthalbarra-Cortés*

Latalasemia se ha considerado como una enfermedad
autosdémica recesiva, caracterizada por anemia
hemolitica microcitica e hipocrémica, que se desarrolla
como consecuencia de un defecto en la sintesis de las
cadenas globinicas a nivel de transcripcion,
procesamientoy maduraciéon del RNAm, traduccién 6 de
la proteina. Los 2 tipos mas comunes por su alta
frecuenciaen el mundo (3 % de lapoblacién mundial de

acuerdo alosreportes de la OMS) son las talasemias o
y B, en ambos casos se han descrito por delecién de
grandes segmentos de DNA que incluyen genes
completos 6 pequefios segmentos, sin embargo la
talasemia a por delecion se hadescrito en mas del 90 %
de los portadores, mientras que mas del 95 % de los
portadores de talasemia b tienen como causa una
mutacion puntual.

*Division de Genética, Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, CMNO, IMSS, Guadalajara, Jal. México
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Talasemias a

Con base a que el humano posee cuatro genes que
codifican para las globinas a por genoma diploide, las
talasemias a se clasifican de acuerdo a los genes
afectados. Talasemia-a-1(Tal-a-1) silosdos genesde un
cromosoma estan afectadosy Tal-a-2 sisélo unode ellos
se altera.

Fenotipo Clinico y Hematolégico de Talasemia-a

El fenotipo clinico y hematolégico de los portadores de
Tal-a varia de acuerdo al nimero de genes afectados.

A.

Los portadores de tres genes globinicos afuncionales
son denominados como portadores silenciosos 6
heterocigotos para Tal-a-2, (-a/aa). Estos pacientes
cursan con un fenotipo practicamente normal, el
volumen corpuscular medio (VCM)y lahemoglobina
corpuscular media (HCM) estan ligeramente
disminuidosrespecto alosvalores para unindividuo
normal, y sélo se observa un pequefio déficit en la
sintesis de las globinas a. El diagnéstico es
usualmente inferido del estudio de padres de
individuos con Hb H.

Portadores de dos genes globinicos funcionales. Los
heterocigotos para Tal-a-1 (- - /aa) u homocigotos
para Tal-a-2 (-a/-a). Estos individuos presentan un
cuadro clinico benigno. Los hallazgos hematol6gicos
sonpracticamenteindistinguibles enlos dos genotipos
encontrados en los diferentes grupos raciales. Los
individuos afectados son detectados mediante examen
hematoldgico de rutina o durante estudios familiares
de pacientes con talasemia. Estos individuos se
caracterizan por la presencia de microcitosis e
hipocromia en los eritrocitos con un grado moderado
de anisocitosis y poikilocitosis. El nivel de Hb puede
estar cerca de lo normal o significativamente
disminuido (10 a 12 g/dL) por lo que la médula ésea
incrementalaactividad y dacomoresultado aumento
en la cantidad de eritrocitos (mas de 5 x 10*2/L). Los
heterocigotos para Tal-a-2 durante el periodo neonatal,
suelentener nivelesde 1a2 % de Hb Bart's (g,) y los
heterocigotos para Tal-a-1 nivelesde 5a6 %. Después
delos 6 mesesde edad, laHb Bart's no es detectable
en ninguno de estos tipos de Tal-a.

Losindividuos portadores de dos genes globinicos a
funcionales cursan con niveles normales de Hb F y
niveles normales o ligeramente disminuidos de Hb
A,. Después del periodo neonatal, el diagnostico
clinico es con frecuencia dificil de realizar; una vez
que se descarta la deficiencia de hierro como causa
de hipocromia y/o microcitosis, la Tal-a, se puede
confirmar por estudios de sintesis de cadenas
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D.

globinicas. Sin embargo, el método definitivo para
establecer inequivocamente el diagndstico es por
medio de estudios de andlisis del DNA.
Portadores de un gen globinico a funcional, o
heterocigotos compuestos para Tal-a-1y Tal-a-2 de
tipodelecional (--/-a) o mutacién puntual (--/a™a). Se
caracterizan por anemia severa con una tasa en la
sintesis de globinas marcadamente desbalanceada;
la reduccion o ausencia de estas globinas afecta la
sintesis de Hb en la vida fetal y adulta. Una tasa
reducida en la sintesis de globinas a en la vida fetal
resulta en un exceso de globinas ylas cuales forman
el tetramero y, 6 Hb Bart’s. Mientras que en la vida
adulta una deficiencia de globinas a resulta en un
exceso de globinas 3 las cuales forman un tetramero
B, 6 Hb H. Esta condicion se caracteriza por una
anemia hemolitica crénica de gravedad variable,
muchos pacientes tienen un nivel de Hb de
aproximadamente 8 a 10 g/dl, con reticulocitosis
moderada (5 a 10 %). Usualmente presentan
esplenomegalia. La anemia puede llegar a ser mas
severa durante el embarazo, infeccion o después de
laingestion de drogas oxidantes, las cuales aceleran
laoxidaciény precipitacion de Hb H. El diagnésticoen
elrecién nacido puede establecerse por electroforesis
de Hbs, yaque presenta aproximadamente 20 a40 %
de Hb Bart’s la cual gradualmente se reemplaza por
Hb H. Los nifios de edad méas avanzaday los adultos
tienen niveles de Hb H entre 5y 30 %.

Tanto la Hb Bart’s como la Hb H migran mas
rapidamente que la Hb A en una electroforesis a pH
de 8.6. Los valores de Hb A, sonde 1 a 1.5 %. Los
estudios de familias con pacientes con Hb H usual-
mente revelan que un padre tiene hallazgos
hematolégicos caracteristicos de heterocigoto para
Tal-a-1, mientras que el otro es hematolégicamente
normal siendo un individuo “portador silencioso” de
ungenparaTal-a-2.

Laausenciade los 4 genes globinicos afuncionales
uhomocigoto paraTal-a-1(--/--) esincompatible con
la vida extrauterina ya que conduce a Hidropesia
Fetal. El feto afectado, usualmente se aborta
prematuramente, nace muerto o muere alas pocas
horas después del nacimiento, es hidrépico con
marcada anemia y hepatoesplenomegalia. Este
sindrome ocurre principalmente en individuos del
Sudeste de Asia, aunque se han descrito casos
aislados enotras poblaciones como Greciay Chipre.
No se han descrito casos en personas con ancestros
africanos. La sangre periférica de estos individuos
se caracteriza portener hipocromiay reticulocitosis;
en el andlisis electroforético, la Hb predominante es
la Hb Bart's. Ademas se han encontrado pequefias
cantidadesde Hb Hy 10a 20 % de otros componentes
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conmovilidad electroforética similaralaHb A, como
la Hb Portland (, v,). La Hb Bart’s tiene muy alta
afinidad porel O, similaralaHb H, asielvolumende
la Hb presente en estos infantes no puede aportar
con efectividad el O, a los tejidos. La causa del
cambio hidrépico y muerte es la hipoxia severa.

Talasemias B (Tal B)

Este tipo de talasemias se clasifica en dos variedades
principales: talasemia [3° (tal-B°) y talasemia 3+ (tal-f+),
las cuales se caracterizan por ausencia o disminucién en
la produccién de globinas b respectivamente. Las
mutaciones que conducen a tal-B+ son divididos en
graves eintermedios al considerar el grado de afectacién
a la sintesis de globinas.

La Tal B muestra una considerable heterogeneidad
clinica y fenotipica revelada por los parametros
hematolégicos y bioquimicos. Con base en el estado
clinico de los pacientes son clasificadas en:

e Talasemia mayor (dependiente de transfusion):
ocasionadaporlapresenciade dos alelos anormales
homocigotos B°/B° & B°/B*. Los pacientes
homocigotos B%B° presentan un cuadro clinico
descrito primeramente por Thomas Cooley en 1925
(por lo que se le denomin6é anemia de Cooley),
caracterizada por inicio progresivo y grave en los
primeros meses de vida con anemia hemolitica
severa, hepatoesplenomegalia, retraso en el
desarrollo, prominenciade craneoy sobrecrecimiento
delaregion maxilar con facies mongoloide. Comoen
todas las anemias hemoliticas crénicas pueden
ocurrir crisis aplasticas o se puede presentar
deficiencia de &cido félico. Sin transfusiones la
esperanzade vidano sobrepasalos 5 afios de edad.
Las alteraciones clinicas producidas por la sobre
carga de hierro son:

1. Cardiacas: arritmias, insuficiencia cardiaca
congestiva y pericarditis.

2. Endocrinas: retraso en crecimiento y lamaduracion
sexual, Hipotiroidismo, hipoparatiroidismo, diabetes
mellitus y esterilidad.

3. Cirrosis hepatica y coloracion bronceada en piel.

La Hb se encuentra entre los 5 a 6 g/dL y es
practicamente Hb F con una porcién de HbA, cercanaal
2.0%. En los dobles heterocigotos [3°/3* la HbA oscila
entre 5 a 30% de acuerdo al tipo de alelo 3* si es grave
ointermedio.

e Talasemiaintermedia(de gravedadintermedia): debida
alapresenciade dosalelos 3*intermedios é porunalelo
[°yotro3*leve. Los pacientes presentan unmoderado
grado de anemia y no requieren transfusiones. El

S10

diagndstico se realiza después del primer afio de vida
por un aumento en el nimero de células rojas,
acompafiado de hipocromia, microcitosisy unaumento
de HbF que variaentre 40 a50%y Hb A, (entre 3.5y
5.5%). La deficiencia de folatos o el hiperesplenismo
producen una exacerbacion de la anemia. En raras
ocasiones se presentan Ulceras en las piernas, calcu-
losrenales por elincremento de laexcrecién de uratos,
aumento enlos depdsitos de hierro, e hiperesplenismo
que obligue a esplenectomia. Cuando se asocia con
tal-a el cuadro clinico es mas moderado.

»  Talasemiamenor (asintomaticos): Es originada por
un solo alelo mutado B*/BA 6 B°/BA, y se presenta
con manifestaciones clinicas ligeras o es
asintomatico. Estos pacientes pueden pasar des-
apercibidos o son captados de forma fortuita
durante estudios de anemia microcitica hipocrémica
sin respuesta a tratamiento con hierro, durante el
embarazo, o en estudios familiares de un paciente
contalasemia mayor. El diagnostico se realizapor la
presencia de anemiay la caracteristica bioquimica
patognomanica es un aumento enlos niveles de Hb
A,y en raras ocasiones de la Hb F. Es importante
realizar diagndstico diferencial entre tal-b y deficiencia
de hierro, debido aque es comin confundir estas dos
enfermedades y suministrar tratamiento con hierro
durante largos periodos a los portadores de tal-f3.

Patofisiologia de la Talasemia 8

Lagravedad de laenfermedad ental-f3se correlacionacon
el grado de desbalance entre las globina-a y globina no-
a (globina-y, globina-6 y globina-B), y la cantidad de
globinas-a libres. Ental-3, la sintesis normal de globinas
a continladando como resultado laacumulacion excesi-
vade globina-a dentro de células eritroides. Las globinas-
a libres no forman tetrdmeros viables y por consiguiente
se precipitan enlamembrana celular, formando cuerpos
de inclusion. Estas inclusiones son observadas por
microscopiaelectronicad deluz enlas células precursoras
eritroides localizadas en la médula 6sea y en eritrocitos
periféricos cuando el paciente esta esplenectomizado.
Estas inclusiones son responsables de la destruccion
intramedular de los precursores eritroides y de
eritropoyesis inefectiva que caracteriza a toda tal-b.
Aungue laanemiaes debida primariamente a eritropoyesis
inefectiva, también hay un componente hemolitico
relacionado conladestruccion en lacirculacion de eritrocitos
maduros que contienen inclusiones de globinas-a.

La hemodlisis periférica es debida a dos causas: a)
dafio fisico a la membrana celular por las inclusiones
rigidas presentes; y b) anomalias metabdlicas del eritro-
cito provocadas por el estrés oxidativo.
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Asi, la gravedad de la enfermedad en el estado
homocigoto puede ser modulada por varios factores: a) la
naturaleza de la mutacién, siendo mas grave la tal-p°
(genotipo B%B°) que la tal-B+ (genotipos BO/Bb+ 6 B+/p+);
b) la co-herencia de tal-a, la cual conduce a la reduccién
del exceso de globinas-a libres y de cuerpos de inclusion;
y ¢)laco-herenciade factores genéticos que incrementan
laproduccion de globinas-y, que alcombinarse conglobinas-
o forman HbF, disminuyendo el exceso de globinas a.

Talasemias en México

La talasemia b estd presente en 67 % y 76 % de los
pacientes con desérdenes de lahemoglobina estudiados
en el Centro de Investigacion Biomédica de Occidente y
enlos Laboratorios Clinicos de Pueblarespectivamente.
En nuestro Centro de Investigacién hemos analizado la
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patologia molecular de 80 cromosomas entre los cuales
hemos encontrado 17 alelos distintos (B°y 3*), incluyendo
unanuevamutacion, delecién de unacitosinaen elcodén
77. 6 mutaciones constituyen el 77.5 % de los alelos
observados. La mayoria de ellos se han considerado de
origen Mediterraneo (10), 3 de origen Asiatico, 3 se han
considerado como alelos privados, uno de ellos
particularmente de origen Curdo, y el alelo restante, ala
fecha solo se ha encontrado en nuestra poblacién.

Para Talasemia a hemos encontrado 4 alelos diferen-
tes: Delecion de 3.7 Kb (-a), a, IVS1 —5pb a """, —SEA
y —FIL.

El espectro de mutaciones observado en nuestra
poblacion, es caracteristico de las poblaciones con baja
frecuencia de talasemias, sin embargo hace patente la
necesidad de considerar la presencia de Talasemia al
realizar el diagnostico diferencial de anemia microcitica
hipocrémica.
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