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RESUMEN

Antecedontes. La Anemia de células falciformes (ACF) es una de las enfermedades
hereditarias mas comunes en el mundo, las manifestaciones clinicas mas importantes
son anemia hemolitica, predisposicion a infecciones y episodios de vaso-oclusion
dando como resultado crisis de dolor y/o falla orgéanica, por lo que la morbi-mortalidad
es elevada, siendo un problema de salud publica. Existe evidencia de la utilidad
terapéutica de niveles aitos de hemoglobina fetal, que al disminuir los sintomas mejora
la calidad y tiempo de vida en pacdientes con ACF. Uno de los farmacos utilizados con
esta finalidad es la hidroxiurea que ha demostrado incrementar los niveles de
hemoglobina fetal en algunos pacientes con ACF. Se han asociados faclores que
influyen en ia respuesta al tratamientc con hidroxiurea como haplotipo. células F,
teucocitos y neutréfilos.

Objetivos. 1) Analizar los haplotipos en individuos con ACF y tratamiento con
hidroxiurea. 2). Evaluar los efectos de la hidroxiurea con niveles de hemoglobina fetal y
la cuantificacion de células sanguineas ACF. 3) Comparar los pardmetros clinicos y
hematolégicos antes y después del tratamiento. 4) Evaluar el potencial terapéutico de la
hidroxiurea en pacientes pediatricos con

Matorial y Métodos. Se confirmé el diagnéstico y dasificd la gravedad de Anemia de
células falciformes en 24 pacientes. Se incluyeron tres pacientes que presentaban crisis
dolorosas graves requinendo hospitalizacion por tres o mas ocasiones en un ano,
quienes reabieron tratamiento con hidroxiurea 10 mg/kg/dia, dos de ellos por seis
meses y uno por 12 meses. Durante este tiempo se evalud y monitorizd a los pacientes
con exploracién fisica, BHC, pruebas de funcién hepdtica y renal y niveles de
hemoglobina fetal. Postenormente se compararon [0s datos obtenidos antes y después
del tratamiento

Antes de inicar el tratamiento se tomd una muestra de sangre pernférica, para la
obtencién de DNA y establacer los haplotipos por medio de técnicas moleculares
Resultados.1) Hemaltolégicos y broquimicos. se encontraron cambios importantes al
comparar los resultados antes y después de! tratamiento con hidroxiurea en.
hemoglobina fetal, hemoglobina total, volumen corpuscular medio, leucocitos,
neutréfilos y plaquetas En las pruebas de funcidn hepaticas: se elevaron ligeramente
los niveles de deshidrogenasa lactca y [a bilirubina total (a expensas de la inditecta),
pero comparando los niveles de bilimubina antes y después del tratamiento
disminuyeron. Las pruebas renales se encontraron dentro de limites normales. 2)
Cuadro clinico las cnsis dolorosas y transfusiones antes del tratamiento fueron >3 por
afo, comparados s 1 después del tratamento 3) Haplotipos' 2 pacentes fueron
homocigotos para el haplotipo Bantl y uno heterocigoto Banti/Arabia-saudi
Conclusiones. 1) El uso de hidromurea en los tres pacentes con Anemia de céiulas
falciformes a dosis bajas. mejora el cuadro clinico de los pacentes presentando
descenso en el numero y duracidn de cnsis dolorosas, frecuencia de transfusiones y
hospitalizacones. 2) Lo hidroxiurea fue bien tolerada y no se presentaron cuadros de
mielotoxicidad. 3) Los tres pacentes con haplotpo Bantu respondieron favorablemente
al tratamiento con tudroxiurea 4) Se requieren estudios con mayor numero de
pacientes y un seguimiento a largo plazo para generalizar los datos a la poblacién
pediatrica mexicana.
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GENERALIDADES.

La hemoglobina S (HbS) es una de las hemoglobinopatias més frecuente en el mundo,
encontrandose con la mayor frecuencia en Africa Central y costas del Mediterraneo, asi
como en aquellas regiones de! mundo donde hubo inmigracion de esta poblacién como
sucedibé en las costas de México desde la época de la colonia'. En México la frecuencia
génica de esta hemoglobinopatia en mestizos costefios es de 0.025 y en mestizos
indigenas 0.01°. Este es un padecimiento autosdmico recesivo, ocasionado por una
mutacion puntual (GAG->GTG) en el sexto coddn del gen fi-globina que en estzdo
homaocigoto produce la Anemia de células faiciformes y constilgxe una causa importante
de morbilidad y mortalidad en los pacientes con esta patologia™.

Organizacién y localizacién cromosdmica de los genes p-globinicos.

Las hemoglobinas son un conjunto de proteinas complejas localizadas en el interior de
los entrocitos, cuya funcidon principal es la de transportar el oxigenc a todas las céfulas
del organismo Estan constituidas por un grupo hemo (Protoporfina tipo IX y un dtomo
de hierro) que es constante en todas las hemoglobinas, y cuatro cadenas
polipeptidicas; un par de la famiia alla con 141 aminoacidos cada una y el otro par de la
familia beta de 146 aminodcidos. La familia alfa esta constituida por los genes zeta ({2)
y alfa (a1 y a2). locahzados en el cromosoma 16p13.3, incluyendo varios pseudogenes.
La familia de los genes beta que comprenden los genes e, S°.A.6yB ydos
pseudogenes beta localizados uno en 5 delg:}n « y el otro entre Ay y &, ubicados en una

longitud de 70 Kb en el cromosoma 11p15.57" (figura 1)
wi e “y Ay w3 & i
Familiabeta )} _sm m» . R s AW

LRC
Figura 1. Representacidn esquemahca de ta famddia [3-globmna

Las diferencias entre las distintas hemoglobinas (normales y anomales) radica
precisamente en los tpos de cadenas de globinas que las consttuyen Las
hemoglobinas notmales pueden ser clasificadas de acuerdo con el periodo en el que se
presentan durante el desarrolio del indrviduo en' Embnonanas [Gower | ({2 €2), Porttand
({2v2) y Gower Il (a2e2)}. Fetal (a2y2) y del Adulto [A (02 B2) y A2 (a2 52)] La familia
de los genes P-globinicos se expresan en direccion 5'-> 3' y requieren elementos de
control local (promotores y aumentadores) y distales (OCR o elemento de control de
locus, LCR)* "'

Los hemoglobinas anormales pueden ser debidas a modidicaciones del DNA, como son
mutaciones de una 0 vanas bases, deleciones o0 entrecruzamento desigual de regiones
especificas que se traducen en pérdda de la expresidn 0 mal procesamento del
mRNA. La hemoglobina S, es una hemoglobina ocasionada por la mutacién puntual
(GAG -> GTG) en el sexto coddn de la cadena de [3-globina®
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ANEMIA DE CELULAS FALCIFORMES.
Fislopatologia.

Los hematles con hemoglobina SS, al sufrir desoxigenacién cambian su forma de disco
bicéncavo por el de una semiluna alargada o de hoz (falciforme). La desoxihemogiobina
S se agrega para formar polimeros alargados y cilindricos en la mayoria de los
hematles. estas fibras se alinean y distorsionan la célula haciendo que adopte la forma
de hoz. Las moléculas individuales de hemogiobina S (HbS) forman un polimero
compacto constituido por 14 filamentos con una configuracion helicoidal. En una
amplificacion de los contactos entre un par de filamentos alineados muestran que la
valina de la -globina anormal forma un contacto hidréfobo con un sitio aceptor de una
cadena beta de la molécula adyacente'* ™.

La rigidez de los hematles dada por la pohmenzacién de la hemoglobina, impide el libre
flujo de ios hematlas por los capilares y puede producir obstruccién, causando hipoxia
tisular, mayor desoxigenacién y mayor formacidn de drepanocitos. La formacion de
drepanocitos es dependiente de oxigeno, sin embargo, el cambio continuo de !a forma
celular dafia la membrana de los eritrocitos, alterando el intercambio ibnico y pérdda
consecutiva de potasio y agua dando lugar a formas falciformes irreversibles''®.

Cuadro clinico.

Los heterocigotos tienen muy pocos problemas clinicos ya que los hematies AS
requieren una tension de oxigeno mucho menor para formar drepanocitos que los
hematles SS, en consecuencia, los indviduos con ras?o {faiciforme solamente
presentaran crisis drepanociticas en caso de hipoxia intensa '

Los pacentes homocigolos para HbS, presentan una vanedad de problemas clinicos
(cuadro 1) que se inician durante ef primero ano de vida, una vez que se ha substituido
la mayor parte de la hemoglobina fetal por hemoglobina S7*

Cuadro 1. Manifestaciones clincas de la anemia de células falciformes

1 Constitucionales
Alteracion del crecimicnto
Mayor susceptibilidad a las ipfecciones.

/A Vaso-oclusidn
Microinfartos < Crisis dokrrosas

Macroinfartos —_
Lesibn organica

. Anemia.
Hemdlisis intensa
Crisis aplisticas <
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Alteraciones constitucionales. Dentro de las manifestaciones generales se encuentra
el retraso en el crecimiento y desamollo, el peso es mas afectado que la talla.
Aungue el peso promedio en los ninos generalmente esta disminuido, en escolares y
adolescentes es variable. Ademas presentan mayor susceptibilidad a las
infecciones '’

Anarmia. Los homocigotos SS padecen una anemia hemolitica crénica intensa con
valores de hematocrito entre el 18 y 30%. La destruccién de los hematles es
independiente de |la edad celular. La vida media de los hematies en esta situacion
es de 10 a 15 dlas en lugar de 120 dias normales. Aquellas que tienen cantidades
relativamente elevadas de hemoglobina fetal (HbF) poseen una vida media mas
larga. Como consecuencia de la ruptura eritrocitaria acelerada, los pacientes
presentan datos cllnicos y de laboratorio caracteristicos de anemia drepanocitica. La
hemdblisis es pnnc:'palmente extravascular, ta anemia se hace mas intensa si se
suprime la eritropoyesis “anemia apléstjca', dadas por dos causas principales
infeccion y deficiencia de acido f6lico®

Fenémenos de oclusibn-vascular. La morbi-mortalidad de la Anemia de células
falciformes se debe principaimente a este fendmeno, dando dos cuadros cllnicos: a)
Microinfartos, se caracterizan pot la presencia de cnsis dolorosa recurrente, estos
episodios son de inicio rapido y atacan diversas partes det organismo en particular
extremidades, abdomen, térax , espalda y articulaciones. Aproximadamente una de
cada tres estdn precedidas por una infeccién bacteriana o viral. Su frecuencia es
vanable y en algunos individuos las crisis aparecen con mas frecuencia en tiempo
de frio®2"%2 b) Macroinfartos, 1a vaso-ociusion grave se debe a efectos acumulativos
de los episodios recurrentes, existen signos objetivos de lesion anatdmica o
funcional en diversos 4rganos pero los mas frecuentemente afectados son:
pulmones, rifén, higado, huesos y piel ® "7

Cardiopulmonar. La lesion progresiva del lecho vascular pulmonar, se asocia a
hipertensién pulmonar e hipertrofia muscular derecha, también se puede presentar
insuficiencia cardiaca congestiva por sobrecarga impuesta debido a la intensa
anemia e hipoxemia® '’}

Hepatobiliar. Por la anema hemolitica cronica. los pacientes presentan ictericia y
mayor tendencia a la formacion de calculos biliares Tambvén pueden presentar
infartos hepahcos que pueden infectarse y formar abscesos'’

Genntounnario. EI ambiente hiperténico y acido de la médula renal favorece la
transformacion falciforme de los globulos rojos, dando lugar a mucroinfartos,
practicamente todos los pacentes presentan isostenuna, y es comun la hematuna
probabiemente por lesiones papilares La faila renal, aparece de forma crénica
progresiva y es una forma comun de muerte en pacientes adultos. Los varones
pueden presentar priapismo por oclusion del flujo venoso del cuerpo cavermnoso'”

Esquelético La apanadn de infartos dseos produce anomaiias radiograficas como
vértebras bicdncavas, ademas de incrementar la trabeculacion y esclerosis ¢sea. La



necrosis aséptica de la cabeza del fémur es frecuente y puede producir una
considerable invalidez % 7%,

= Pigl. A menudo aparecen ualceras cutdneas cronicas en la porcidn distal de las
extremidades inferiores'’?*

= Neurolbgico. El paciente tiene alrededor de un 25% de probabilidad de presentar
alguna complicacion neurologica en su vida, la mas frecuente es |a hemiplejla y la
principal complicacion es la trombosis cerebral, pero también puede presentar
hemorragia subaracnoidea® '’ 242¢

Las caracteristicas dlinicas y de laboratorio son influenciadas por los niveles en sangre
de HbF, a mayor cantidad (12.2% 1 2 4) menor severidad del cuadro clinico, y a menor
cantidad (<9.8%) mayor gravedad del cuadro clinico, debido a que la HbF es un potente
inhibidor de la polimerizac:6n de la desoxihemoglobina S Estas observaciones sugieren
estrategias terapéubicas enfocadas a preservar o reactvar la produccdn de
hemoglobina fetal después del naamiento ' ?7?%

TRATAMIENTO.

Hasta 1a fecha no hay un tratamiento curativo del padecmiento y el manejo es
sintomalico, con transfusiones sanguineas, administracdn de antibibticos, analgésicos,
hidratacion, etc. En algunos palses se han realizado transplantes de médula dsea, cuya
decision es dificil por el promedio de mortaldad en pacentes pedidtricos y la potencial
morbilidad por el rechazo al injerto™. También se han ensayado agentes con actividad
antidrepanocitica como aspirina, metil-acetd-fosfato o succinildisaliclalo, que
transforman la Hb S en carboxihemoglobina o metahemoglobina Otros de los agentes
utilizados son aquellos que elevan la hemoglobina fetal como la 5-azacitidina que es
antineog‘l}asico que desmetila la molécula de DNA, logrando un incremento de 70 a B0%
de HbF™' y el butirato de sodio que inhibe la desacetiiacibn de las histonas, perc no
se fecomenda para el tratamiento ya que se encuenlra en fase experimental™.
Actualimente los estudios se encuentran enfocados hacia tratanuentos menos agresivos
y dantro de estos se encuentra la hidroxiurea

Hidroxiurea en Anemia de células falciformes.

La hidroxiurea es un farmaco sintético, inhibidor de fa nbonuciedtido reductasa y agente
citotdxico de tase especlfica S que arresta la sintesis de DNA Se puede administrar
oralmente y se convierte en radicales hibres de 6xtdo nitnco # vivo, y se transporta a las
céiulas por difusion simple>>™  Es amplamente uthzado en el tratamiento
antineoplasico

Los estudios predinicos demwestran que la hidroxiurea incrementa {a hemogliobina
fetal, y en estudios clinicos la hidroxiurea ha incrementado los reticuloatos F y la
hemoglobina fetal™. Los mecanismos por los cuales se incrementa la HbF ain no estan
completamente claros, pero los estudios in vitro de cultivos en unidades formadoras de
brotes ardroides (BUF-e) sugieren la relacidn entre la regeneracion celular y la
diferenciacion La rapida regeneracidn o expansion de ta produccién de células F. es



inducida en los precursores de eritrocitos en la médula ¢sea al administrarse
hndroxnurea la cinética de regeneracion eritroide determina si la célula expresa HbF o
s6lo HbA*®, Probablemente los precursores eritroides primitivos mantienen la capacidad
de expresar los genes gama globinicos, por medio de factores de transcripcién
eritroides tipo Kroppel que alteran la maduracién de los precursores eritroides,
favoreciendo la expresion de genes gama globinicos e incrementando
concomitantemente la eritropoyesis y la produccién de células F*.

Otros estudios sugieren nuevos mecanismos de accidon de la hidroxiurea. La
peroxidacién de hidroxiurea puede generar Oxido nitrico (NO) que es un potente
vasodilatador. En ratas, la hidroxiurea conduce a la formacién de nitrosohemogiobina S,
este complejo puede detectarse después de 30 minutos de administrarse el tratamiento
y persiste por cuatro horas aproximadamente E} NO incrementa la afinidad de la HbS al
oxigeno reduciendo la polimerizacion, pero estos resultados no han sido confirmados.
Quizés |a hidroxiurea incremente la afinidad del oxigeno a la HbS o promueva la
vasodilatacion, reduciendo la polimerizacion y por 1o tanto disminuye la oclusién
microvascula

Efoctos clinicos y homalologicos. En los estudios multicéntricos, como el HUG-KIDS
(ensayo cilnico con hidroxiurea en pacientes pediatricos)*® han demostrado que la
hidroxiurea reduce a la mitad |a frecuencia de hospitalizacién, la incidencia de crisis de
dolor, el sindroma agudo pulmonar y fas transfusiones sangulneas ademas de reducrr
la duracidn de las cnisis dolorosas o del sindrome agudo pulmonar El incremento de
la HbF en promedio es del 18% cn los primeros seis meses y 9% en los siguientes seis
meses, aunque estos resultados no se encuentran en todos los pacientes. En pacientes
adultos se observé que 13 apancidn de mieiotoxicrdad suele presentarse antes de
alcanzar la dosis maxima toterada de hidroxiurea, sin embargo los pacientes pediatricos
parecen tener mejor respuesta que los adultos!’ Otros de los beneficios del tratamiento
son: incremento de la wida media de los glébulos rojos, reducadn de la hemdlisis,
mayor capacidad al esfuerzo fisico anaerdbico y aerdbico y los cambios hematoiédgicos
incluyen: incremento en el volumen corpuscular medio, concentracdn media de
hemoglobina y la disminucién en la cuenta de leucocitos®”

Mortalidad y morpdidad. Han disminwdo en forma sigrificativa en los pacientes tratados
con hidroxiurea en comparaciéon con los tratados con placebo Son los resuitados mas
importantes de los estudios multicéntricos*®

Determinantes para /a respuesta de hidroxiurea Los individuos con mejor respuesta al
tratamiento fueron aquellos que presentaban una cuenta alta de neutrdfilos y
reticulocitos anles de niciar e tratamwento, los que dismunulan graduaimente a lo largo
del tratamiento*’

Otros factores estudiados para determenar la respuesta al tratanmuento con hidroxiurea
son los polimorfismos genéticos Los haplotipos (Grupo de alelos estrechamente
igados, que se heredan como unidad, patron de presencaa o ausencia de fragmentos
da restriccion) en la famhia de genes beta globinicos (figura 2), cuya caracterizacién ha
permitido desaifrar el ongen de la mutacidn en cinco regones geograficas prinapales



Esto ha permitido conocer los mosaicos culturales y étnicos de ciertas poblaciones y
explicar, al menos parcialmente, la heterogeneidad clinica de la drepanocitosis .
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Figurs 2. Stios de corte de endonucieasas de restnccion que permiten conocer los haplolipos ligados a
la mutacion beta-S En la parte supenor 5e muesira ol tamafo de la reg:on conde sa encuenian jos
poiimorfismos y las enzimas wlilkzadas y en la parte infenor ol tamano oe 10S Productos esperados por
PCR y restnoadn (Tomoada do Sutton M. 1689)*

De asta manera, se han descrito distintos haplotpos ligados a la mutacién beta-S
Cuatro son los mas frecuentes en poblacién africana: Bantd —Ban-. Benin —Ben-,
Senegal ~Sen-, Camerun -Cam’ y el Arabia-India que posteriormente sa dividid en
Arabe-saudl y Asiatico’#® La ausencia o presencia de fragmentos de restriccion
correspondientes a cada tpo de haplotipo se muestra en ia tabla 1

En estudios previos realizados en esta Unidad, los haplotipos mis frecuentes fuaron el
Bantu en primer lugar y Benin en segundom, ambos se asocian a un cuadro clinico de
mayor gravedad®’.

Tabla 1. Ausencia o presencia de fragmentes de restnccidn para cada haplotpo

Haplotipo | Endonucieasas de restriccién.
. Xmnl | Hind it | Hindlll_{ Hincll Hincll | Hinfl Hpa |
Bantu | - + - i - : - : - +
Benin l - - - T - i + H + -
Senegal | . |+ T +
Camerun | - + + - L+ o+ +
Arabla- | + + - + : + ! - +
saudi _; B ! i
Aslatico | - - - - | + | - i -
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En estudios preliminares se refiere que l0s pacientes que presentan el haplotipo de la
regién de Africa Central (Bant)) se asocian a una pobre respuesta. Pero estos
resultados aln no son concluyentes*’.

Administracion. En estudios previos, diferentes autores han empleado la hidroxiurea en
pacientes con Anemia de células falciformes, a una dosis entre 25 y 50 mg/kg/dia que
resultaron ser muy toxicas y prohibitivas, por lo que actualmente se encuentran
realizando un estudio muiticéntnco en  colaboracion de diversos institutos vy
universidades en los Estados Unidos‘*“**? En 1998 la FDA (Food and Drug
Administration) aprob¢ la utilizacion de la hidroxiurea como tratamiento para pacientes
con Anemia de células falciformes, refiriendo que pacientes menores de 18 afios que
presenten cuadros graves de cnsis vaso-oclusivas puede administrarseles el
tratamiento de 10-20 mg/kg/dia con seguimiento riguroso.



JUSTIFICACION.

La Anemia de células falciformes es una de las enfermedades hereditarias mas
comunes en el mundo, las manifestaciones clinicas mas imporiantes son anemia
hemolitica, predisposicion a infecciones y episodios de vaso-odlusion dando como
resultado, crisis de dolor y/o falla organica, por lo que la morbi-mortalidad es elevada,
siendo un problema de salud publica. Exista evidencia de la utilidad potencial
terapéutica de niveles altos de hemoglobina fetal, disminuyendo los sintomas y por lo
tanto mejorando la calidad y tlempo de vida en pacientes con Anemia de células
falciformes. Uno de los fArmacos utilizados con esta finalidad es la hidroxiurea, la que
en nuestro pals es poco utilizada para el tratamiento de esta enfermedad. Ademas,
varios estudios se han enfocado a la busqueda de determinantes de la respuesta a
hidroxiurea, entre los que se encuentran los polimorfismos genéticos. Por tal motivo
este estudio estd enfocado a buscar si e¢f haplotipo es un determinante para la
respuesta al tratamiento con hidroxiurea y si nos da la oportunidad de aportar
conocimientos sobre el comportamiento de los procesos hereditanos en la Anemia de
células falciformes y su respuesta al tratarmiento

PREGUNTA DE INVESTIGACION.
LEl haplotipo Bant en pacientes con Anema de células falciformes influye en la
respuesta al {ratarniento con hidroxiurea?

HIPOTESIS.

Ho: Los pacientes con Anemia de células falciformes y haplotipo Bantu responden
favorablemente al tratamiento con hidroxiurea, elevando los niveles de hemoglobina
fetal.

Ha: Los pacientes con Anemia de células falaformes y haplotipo Bantd no responden al
tratamiento con hidroxiurea y los niveles de hemoglobina fetal permanecen bajos.

OBJETIVO GENERAL.

Analizar los haplotipos en individuos con Anermia de células falcformes y tratameento
con hidroxiurea.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Evaluar los efectos de la hidroxiurea con los niveles de hemoglobina fetal y el
nimero de céluias sanguineas

2. Comparar los parametros climcos y hematoldgicos de los pacientes con Anemia de
células falciformes antes y después del tratamiento

3. Evaluar el potencial terapéutico de la hidroxiurea en pacientes pediatricos con
Anemia de céiulas falaformes



PACIENTES, MATERIALES Y METODOS:

Disefio.
Presentacion de tres casos dlinicos

Disefo de ia muestra.

1. Definicion del universo: Todos los pacientes con diagndstico de Anemia de células
falciforme.

2. Definicion de la muestra: Pacientes con Anemia de células falciformes con cuadro
clinico grave del Registro de Anemia de células falciformes de los Hospitales
Generales de Zona de Poza Rica, Ver. y Acapulco, Gro.

Criterios de seleccidn.

e Criterios de inclusion:

L EENE

Pacientes con Anermia de células falciformes confirmada.
Pacientes cuyos padres y abuelos hayan nacdo en México

. Pacientes con edad mayor de 12 meses

Pacientes de uno y otro género
Pacientes que tengan por o menos uno de los siguientes cnterios:
a Tres o mas crnsis de vaso-oclusidn, caracterizados por crisis de dolor
requiriendo hospitalizacién y aplicacibn de anaigésicos
b. Un episodio de sindrome pulmonar agudo, definido como dolor toracico
agudo con infiltracidn pulmonar identificada por radiografia.
c. Complicaciones neurolégicas como isquemia transitoria o convulsiones y
confirmada con encefalograma y estudios de imagen
d. Priapismo definida como ereccidon dolorosa persistente.
e. Necrosis 6sea por isquemia, definida como dolor en hombro o cadera con
dano funaonal y radiografia anormal

o Criterios de no-inclusidon

1

2.
3.
4.

(3]

6.

Pacientes que no quieran parbaipar en el estudio.

Pacientes con antecedentes neoplasicos

Pacientes positivos para el virus de inmunodeficaencia humana.

Enfermedad renal o hepatca (ALT >300 Ul o albomina >2 0 g/dl; creatnina >2.5
mg/dl).

Complicaciones neuroldgicas como hemorragia o trombosis dentro de los dos
anos previos

Transtusidn recente. con ruveles de hemoglobina A mayor a 10%

¢ Cntenos exclusion.

1
2
3.

4.

Osteonvelits bactenana

Accidente cerebro-vascular durante el ratamsento

Alteraciones hemdticas como son meefosupresion o neoplasias durants el
tratamiento

Presencia de mueiotoxadad definida como cuenta de neutrdfios <1 .5x10%,




disminucién de la hemogiobina total >20% de fa cantidad inicial o Hb <5.0 g/d!
ylo trombocitopenia <80 x 10°1.
5. Muerte.

T Ao de In tra.
Tres pacientes acaptaron ingresar al tratamiento.

Variables.
Variables independientes.
Haplotipo.
Tratamiento con hidroxiurea.
Variables dependientes.
Respuesta a tratamiento.
Hemoglobina fetal.

Descripcién operstiva.

Variables independientes:

» Haplotipo: Grupo de alelos estrechamente ligados, que se heredan como unidad.
Haplotipos: Presencia o ausencia de fragmentos de restriccion por endonucleasas,
asoclados no al azar en la familia de genes fi-globlinicos a lo largo de 70 kb de la
regidn cromosémica 11p15.5.

Tipo de variable: cualitativa.
Escala de medicidn: nominal (presencia o ausencia)

» Tratamiento. Admunistracién de hidroxiurea con fines terapéuticos.
Tratamiento: Admunistracion de hidroxiurea, inhibidor de la nbonucledtido reductasa
y un agente citotdxico de fase especifica S que arresta la sintesis de DNA, el cual se
administré a dosis de 10 mg/kg/dia via oral minimo por seis meses.
Tipo de vanable cuanttativa.
Escala de medicién’ continua (muligramos)

Variables dependientes
» Respuesta a tratamiento Proceso de evolucidon del padecrmuento posterior a la
administracion del tratamiento
Respuesta al tratamiento Se evalud hematoldgica y dinicamente por medio de
varios parametros:
1. Numero de crisis vaso-ociusivas identificadas por crisis dolorosas requinendo
hospitalizacién y/o analgésicos por via intramuscular o intravenosa
Tipo de vanable cuantitativa
Escala de medicién: discreta
2. Namero de transfusiones sangulneas.
Tipo de variable: cuanttativa
Escala de medicion’ discreta
3. Complicaciones secundanas a vaso-ocjusién como;
* Sindrome pulmonar agudo, definido como dolor toradcico agudo con
infiltracion pulmonar identificada por radiografia.
» Complicaciones neurologicas como isquerrsa transitona o convulsiones y/o
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accidentes cerebro-vascuiares, confirmado por el servicio de Neurologia
por criterios clinicos, de imagen y/o electroencefalograma.

= Priapismo definida como ereccién dolorosa persistente.

* Necrosis 6sea por isquemia definida como dolor en hombro o cadera con
dafo funcional y radiogmafia anormal.

» Dano renal definido como alteracidn funcional identificado por examen
general de orina (EGO), quimica sanguinea y ultrasonograma (USG) renal

Tipos de variables: cualitativas.

Escala de medicién: nominal (ausencia o presencia).

4. Parametros hematolégicos.

= Hemoglobina, cuantificacidn en una muestra de sangre periférica (g/dl).

«  Volumen corpuscular medio (fl)

s Leucocitos (x10°)

e Cuenta absoluta de neutréfilos (x10°).

s Plaquetas (x10°11)

Tipos de variables: cuantitativas

Escala de medicion. continua

» Hemoglobina fetal Tipo de hemoglobina que presenta dos cadenas globinicas alfa y
dos gamas, que normalmente en el adullo se encuentra < 1%.
Hemoglobina fetal: Se realizd con precipitacion con dlcalis y colorimetria.
Tipo de varnable cuantitativa
Escala de medicion: continua (Porcentaje)

Descripcién general del estudio.

Se confirméd y clasificé la gravedad de la enfermedad en un grupo de pacientes con
cuadro clinico de Anemia de células falciformes captados por los servicios de
Hemalologia de los Hospitales Regionales de Zona de Acapulco Guerrero y Poza Rica
Veracruz, a quienes se les tomd una muestra de sangre penférica y se procesd para
obtener DNA gendmico y realizé amplificacén de las regiones adecuadas de la familia
de genes beta globinicos y la restncadn para identificar haplotipos correspondientes.
Posteriormente se identificaron !os pacientes con cuadro dinico grave de Anemia de
célula falcformes quienes ingresaron al estudio y se incio tratamiento con hidroxiurea
por un minimo de seis meses, previo consentimiento informado

Se les dio seguimiento realtizandoles examen fisico compieto, biometria hematica
completa (BHC), cuantificaadn de HbF, Quimica sanguinea. electrolitos, pruebas
funcionales hepdticas y renales para evaluar su respuesta dinica

Finalmente se analizaron los resultados comparando los pardmetros clinicos,
hematoloégicos y bioquimicos obtenidos al inicio y al final del ratamiento.

Metodologia.

Se captaron a todos los pacientes registrados con Anemia de células falaformes de
enero del 2000 a Julio del 2001 en los Hospetales de Acapulco, Guerrero y Poza Rica,
Veracruz Se confirmd el diagndsbco del Anemwa de células falaformes y se
identificaron a los pacentes con cuadros graves, de acuerdo a la evaluaciéon dinica y
hematoldgica todos estos datos se vacaron en una hoja de recoleccion (anexo 1). Esta
evaluacidn consta de histona dinica completa, rewvisidon de expediente dinico, biometria
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hematica completa y electroforesis acida para cuantificacién y tipificacion de
hemoglobinas. También se tomé una muestra de sangre periférica para {a obtencion de
DNA y andlisis de haplotipos.

Posteriormente se avaluaron los antecedentes clinicos y hematolégicos y se eligieron a
cuatro pacientes quienes presentaron un cuadro clinico grave (con tres o mas crisis
dolorosas por ano), a los padres se les planted la administracién de hidroxiurea a su
hijos, en dosis de 10 mg/kg/dia, explicAndoles con detalle beneficios y efectos
secundanos del tratamiento, al aceptar los padres firmaron una carta de consentimiento
con los datos antes especificados (anexo 2).

Tres de eflos aceptaron y antes de administraries tratamiento se realizaron pruebas de
funcién hepaética y renal para descartar cualquier tipo de alteracion en estos érganos.
Se inicid el tratamiento con hidroxwrea por un minimo de seis meses y se evalud
mensuaimente por medios de exploracion clinica completa, examenes de faboratorios
(BHC, quimica sanguinea, eolectrolitos, prueba de funcionamiento hepatico y renal y
cuantificacion de hemoglobina fetal)

Se realizd ta extraccion de DNA por el método rutinario para el analisis de los haplotipos
moleculares en la familia de las beta-giobinas, amplificando las regiones, cortando con
enzimas de restriccién especificas y posteriormente se observaron en geles de agarosa
al 2% Las técnicas se describen en los (anexos 3.4y 5)

Andlisis estadistico.
Se realizd descripcidn de cada una de la vanables estudiada en !os tres pacientes

Aspectos éticos.
El protocolo fue aceptado por el comité de Etica e investgacién dei Hosprtal de
Pediatria. Centro Médico Nacional Siglo XX! con el numero 2000/718/47

En vista de ser un ensayo dinico, el riesgo al que se someten I0s paciontes es mayor al
minimo, por lo tanto se les acdlard por escrito y de manera independienie a cada
miembro participante, [0s nesgos y benefiaos que este estudio les proporciona. Se
otorgd una cana de consantmiento para participar en el ensayae la cual fue firmada por
los padres, cumpliendo con los articulos 100 y 103 que estipula ia Ley General de
Salud

Recursos: humanos y fisicos.

La Unidad de Investigacién Médica en Genética Humana, en colaboracidn con los
servicios de Hematologla de los Hospiales Generales de Zona de Acapulco, Gro , y
Poza Rica, Ver , disponen del personal capacitado para llevar a cabo los estudios
clinicos y paradinicos, asl como para su interpretacton y seguimiento de los pacientes
Ei Laboratono de genética molecular de la Unidad de Investigacidn Médica en Genética
Humana, dispone de personal capacitado en el manejo de diversas metodoiogias
moleculares y de equipo minimo para implomentarias, como termocicladores, sistema
de electrofores:s, centrifugas de velocadad variable, cuano frio. campana de flujo
larmunar, etc.



RESULTADOS

Se captaron un total de 24 pacientes con Anemia de células falciformes, todos
homocigotos para hemoglobina S, 11 fueron hombres y 13 mujeres, 19 originarios de
Guerrero y 5 de Veracruz, el rango de edad fue de 30 a 270 meses.

El 79.2% de los pacientes presentaron sintormnas entre el sexto y doceavo mes de edad,
en un sblo caso la Anemia de células falciformes fue un hallazgo clinico al presentar
una fractura de tibia y peroné.

Peso

41%
menos 2 DS

Figura 3 Representa ios porcentajes de peso en los 24 pacientes estudiados.
*Desviacién estandar.

Talla

Figura 4. Representa los porcentajes de talla en los 24 pacentes estudiados
*Desviacion estandar.




De los 24 pacientes estudiados solamente cinco presentaron hemoglobina fetal >8% y
el resto <2%.

En la tabla 2 se descnben los hallazgos dinicos de los 24 pacientes y en ia tabla 3 se
comparan los hallazgos clinicos y hematolégicos de pacientes con HbF elevada vs. HbF
baja.

Tabla 2. Hallazgos clinicos de los 24 pacientes.

Caractoristicas clinica Numero de pacientos (%)
Transfusiones por ano
= 2 por afio 6 (25)
< 2 por afio 18 (75)
Cnisis dolorosa por afio
= 3 por afo 4 (16 6)
2 por afio 8(33.3)
< 2 por aho 12 (59)
Infecciones con tx. antibidtcos
= 3 por anho : 12 (50)
< 3 por afio 12 (50)
Esplenectomla antes dol 1° afo do vida 2(83)
> 1 Episodio agudo pulmonar por aNdo 1(4.2)
Neocrosis 6sea por isquermia 1(42)




Tabla 3. Caracteristicas hematolégicas y clinicas de los 24 pacientes comparando a los
portadores de HbF elevada vs. HbF baja.

Variable Media + DS* Mediat DS
Con HbF baja | Con HDF clevada

Homoglobina fotal (%) 0.1 13515
Nivel de hemoglobina (g/di). 8221 92
Hamatocnito (%) 256 x4 27127
Volumen ( 1) 93+ 8 91 + 15
Hemoglobina corpuscular media de (pg) 3112 30+ 5
Leucocitos x 1071 1223 9138
Neutrdtiios x 10°] 56225 48412
Crisis dolorosas por afo 21 0.2
Transfusiones por ano 13 0
Inleccionas.por afo __L e | L 0.2

*Desviacion estAndar.

TRATAMIENTO CON HIDROXIUREA.

De estos 24 pacientes cuatro tuvieron un cuadro dinico grave caracterizandose
principalmente por episodios de cnsis dolorosas, pero solamente los padres de tros
pacientes aceplaron el tratamvento de sus hyos Dos mujeres y un vardn con 88, 1168 y
144 meses de edad, paciente 1, 2 y 3 respecttivamente El criitenos para inciwr a los tres
pacientes fue fa presenca de tres o mas crisis dolorosas por afo (rango 3 a 5) con
duracion de dos horas o mas. requinendo anaigésicos y hospilalizacon Ef pacente 3
ademas presentaba necrosis Osea por isQuenva en la cabeza del fémur izquierdo

En la figura 5. se muestra la electroforesis dcida para diferenciar los diversos tpos de
hemoglobinas, ninguno de elios tuvo hemoglobina tetal eievada, y las concentraciones
de hemoglobina S fueron pacente 1 (97 1%), paciente 2 (95 8%) y pacente 3 (97 .8%)
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Figura 5. Resuftados de la electrofomsis para cuantficar cada tpo do hamoglobina.
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En la tabla 4, se muestran las caracteristicas clinicas y hematologicas durante un afto
antes del tratamiento con hidroxiurea.

La pruebas funcionales hepaticas antes del tratamiento: protelnas total, albamina,
globulina, aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa, fosfatasa alcalina,
deshidrogenasa lactica, bilirrubina directa y colesterol todas fueron normales, solamente
la bilirrubina total se encontraba ligeramente elevada a expensa de la indirecta en los
tres pacientes con un rango de 3 a 5.27 mg/dl. Las pruebas de funcidn renal antes del
tratamiento; examen general de orina (pH, densidad, proteinas. glucosa, acelona,
hemoglobina, bikrubina y células en sedimento) y quimica sanguinea (creatinina,
nitrégeno ureico en sangre y electrolitos) se encontraron normales en los tres pacientes.

Tabla 4. Caracteristcas hematologicas y clinicas de los pacientes antes del
tratamiento.

_Antes del tratamiento

Variable

P1 J P2 [ P3
Crisis dolorosas por afio 4 ! 5 i 5
Transfusiones por afo 6 [ 2 + 3 |
Infecciones por ano 3 |2 4 |
Hemoglobina (g/d!) 69 | 78 77
Hematocrito (%) 232 1 242 24 |
Volumen corpuscular medio (11) 110 ¢ 66 | 97
Hemoglobina corpuscutar media (pg) 33 | 32 30
Leucoaitos x 10° 167 - 153 . 147
Neutrofilos x 10°1 65 101 103
Plaquetas x 10° 531 {377 i 547
Reticulocitos (%) 17 ] 44 1 92
[Hemogiobnatewsi (%) ] o0 1 0 |_0 |




La tabla 5, muestra los datos clinicos y hematolégicos de los tres pacientas posterior al
tratamiento con hidroxiurea.

Después de seis meses (P1 y P2) y doce meses (P3) de tratamiento tres pardmetros de
laboratorio se encontraron alterados: La dashidrogenasa lactica se incrementd en los
tres pacientes (262, 226 y 193 1UA), ta bilirrubina indirecta se encontraba elevada en los
tres pacientes (3, 2.2 y 1.5 mg/dl), sin embargo los niveles fueron menores a los
obtenidos antes de inictar con el tratamiento y la cuenta absoluta de plaquetas se
encontré elevada en un sélo paciente (711 x 10°1)

Los estudios de gabinete realizados como parte de! control y seguimiento de los
pacientas fueron tomografia axial computarzada de cerebro reportandose normal en
los tres pacientes, ultrasonograma abdominal se informa que el pacente 1 presentd
célculos biliares y el paciente 2 presentd lodo biliar y los estudios radiograficos de
columna y huesos largos se observan caracteristicas normales.

Tabla §. Caracteristicas hematologicas y clinicas de los pacientes después del
tratamiento

o _Después del tratamiento |
Variable .. 3meses | 6moses _ |1tamo
Pt | P2 | P3 P1 | P2 p3 | pa

Crisis dolorosas 0 | 1 1 o | 0 0 : 0

Transtusiones 1 0 0 [ 9] i 0 ; 1

Infecciones [*] 1 i 0 i 0 ] 0 ! 0

Hemoglobina (g/dl) 76 @ 81 , 15 | 79 84 | 82 | 85

Hamatocrito (%) 23 - 261 24 | 222 | 293 | 26 | 254

Volumen corpuscutar 100 6687 g9 | 101 948 | 741 ; 88

medio (f) : 1 : : .

Hb. corpuscular 331 20 , 22 . 38 37 1 27 0 AN
i[media (pg) . J
{[Leucoatos x 107/ 117 | 145 | 108 | 74 | 125 839 86
{[Neutrofitos x 107/ 53 72 | 64 53 59 7 67
{{Plaguetas x 10° 706|796 | 826 | 421 | 484 | 711 | 686
{[Reticulocitos (%) 13 | 27 1 8 9 14 | 7 9
{{Hemoglotxna fetal 12, 98 | 87 | 125 98 | 10 12
%) i Ao e d
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HAPLOTIPOS

Se obtuvieron los haplotpos de los tres paciente a los que se les administré tratamiento
con hidroxiurea, dos presentaron haplotipo Banti en forma homocigota y uno fue
heterocigoto con haplotipo Arabla-saudi / Banti. A continuaciéon se muestran los
resultados.

Extraccidn de DNA.

Se estudiaron un total de tres pacientes todos onginarios de Poza Rica Veracruz

Se obtuvo DNA a una concentracidn entre 100 - 200 ng/ul y una pureza cercana a 1.8.
La concentracién y pureza obtenida es Optima para llevar ha cabo la amplificacion de
los siete sitios de restriccidon de la familia de genes [i-globinicos mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). En !a figura 6 se observan las bandas
correspondientes al DNA que se obtuvo de glébulos blancos. Se verifica su integridad
del producto al constatar que no existe barndo por debajo de las bandas, lo que
indicaria la degradacion de acido nucleico.

P1 P2 P3

Figura 6, Muestra las bandas de DNA gendmico ntegro
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Reaccién en cadona do la polimerasa (PCR)

Se realizaron las amplificaciones de las siete regiones de interés, segun la técnica de
Sutton*®, obteniéndose los productos de amplificacion esperados (figura 7).

Hincll-3'¥p

" - [+~%
5 g 4 % 9z
T % ® ¥ B
x Z§ o X X

700 pb —»
600 pb —»
500 pb —»

400 pb —¥

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2% Se obsarvan las bandas de los productos
amplficados correspondientes a las regiones de interds En el caml M se encuentra el marcador
de peso molecular, escalera de 100 pb
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Fragmentos de restricciéon.
De las figuras 8 a 13, se observan los productos de amplificacion y los de restricciéon
esperados con las enzimas Xmnl 5°Cy, Hindlll-Cy, HindIll-y, Hincll-¥p, Hincll-3"¢p,
Hinf I-5'B y Hpal-3'§}.

P2 P3 P1 P2 P3 P1
M S/C-1 C-1S/C-1C-1 S/C-1C-1 S/C-2 C-2 S/IC-2 C-2 S/IC-2 C-2

500 pb - "

Figura 8. Electroforesis de las ampificacones sin cortar (S/C) y cortadas (C) con las
enzimas 1 - Xmnl 5%y y 2 - Hindlll-%, en Ios tres pacsentes (P) En el cami M so observa
el marcador de peso molecutar, oscalera de 100 pb

P2 P3 P
M SC3 C-3 SIC-3 C-3 SIC-3 €3

s00pb

Figura 9. Electrotorusis de las amplficacones sin contar (SYC) y
cortadas (C) con la enzima Hmd!llA‘\,_ en los tres pacentes (P)
En el cami M se observa ef marcador de peso molecutar,
escalera de 100 pb
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P2 P3 P1

M S/C4 C4 S/IC4 C4S/C4 C4

500pb

Figura 10. Electrofores:s da las amplificacionas
sin cortar (S/C) y cortadas (C) con Hincil-'I'. En el carril M
58 observa el marcador de peso molecular, escalera de 100 pb

P2 P3 P1
SIC-5 C-5 SIC-5C-5 SICS5C5 M

Figura 11. Elcctrotores:s do las ampificacones sin contar (S/C) y
contada (C) con la enxvma Hincth-341 En el cami M muastra
el marcador de peso molocutar escalera de 100 pb
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P1 P2 P3

M S/C6 C6 S/IC6 C6 S/C-6 C-8
-

369 ph 4

Figura 12. Electroforesis da las amplficaciones sin cortar (S/C) y
conadas (C) con la enzima Hinf I-5'} £n el cami M se observa
el marcador de peso molecutar, escalera de 123 pb

P1 P2 P3
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Figura 13. Electroloresis de 1as ampificacones sin conar (S/C)
y cortadas (C) con la enzima Hpak3' En et cami M se observa
el marcador de peso molecular, escalera de 123 po

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

i




DISCUSION

Los niveles altos de hemogiobina fetal se asocian con un curso clinico leve en los
pacientes con Anemia de céiulas falciformes®'. Algunos pacientes con esta patologia
lienen una predisposicibn genética para presentar niveles altos de hemoglobina fetal,
(persistencia hereditaria de hemoglobina fetal), sin embargo, esta condicion es poco
frecuente ya que se encuentra en uno de cada 188,000 individuos con Anemia de
células falciformes3*®*. En este estudio encontramos que cinco de 24 pacientes (21%)
(todos originarios del estado de Guerrero), presentaron niveles altos de hemoglobina
fetal. Este hallazgo difiere de lo informado en la literatura, sin embargo, esta vanacién
no puede generalizarse a la poblacion de individuos con Anemia de células falciformes
en el pals, ya que pueden existir factores genéticos que incrementen la frecuencia de
persistencia de hemoglobina fetal en los individuos originarios de las costas del Pacifico
y que no han sido estudiados. Algunos de estos factores son los polimorfismos que
afectan la expresion de los genes gama o del locus controlador de la produccion de
células F (FCP) %>, requiriendo estudios futuros

El transplante de médula 6sea es el unico tratamiento que hasta la fecha se considera
curativo en pacientes con Anemia de células falciformes®’ El estudio multicéntrico
realizado en Bélgica demostré una sobrevida del 83% y un 85% libres de sintomas®®,
pero el mayor obstaculo para lievar a cabo este tratamiento es la falta de hermanos o
familiares con HLA compatibles con los enfermos, por lo cual es necesario la busqueda
de tratamientos alternativos que puedan modificar la enfermedad en un plazo corto ¢
medio. La hidroxiurea es un fArmaco citotéxico que incrementa la hemogiobina fetal, la
que 1nhibe la polimenzaaén de la HbS' ™, por o que se eligid para ei presente trabajo.

A los tres pacientes que se les administro una dosis baja de hidroxiurea por via oral (10
mg/kg/dia) dividida en dos tomas, debido a la presencia de efectos adversos como
nauseas y vomitos que desaparecieron al dividir la dosis. Las respuestas hematolbgicas
a la hidroxiurea son semejantes a las respuestas observada en otros estudios*®*’, los
cambios en los poicentajes de hemoglobina fetal proveen ewidencia de eficacia
hematolégica. El descenso de [os leucocitos es un cambio dinico relevante, ya gue (a8
leucocitosis ha sikdo asocada con Mmayor riesgo de conplcaciones vaso-odusivas
debido a su adhesidn al epitelio®. Otros efectos hematolégicos benéficos fueron
descenso de crisis hemoliticas e incremento de hemoglobina total, hematocrito,
volumen corpuscular medio y hemogiobina corpuscular media, evitando asl
transfusiones sanguineas.

Uno de los parametros que sugleren menor numero de crisis hemolliticas es la
cuantificacén de bilirrubina, la que disminuyd en los tres pacentes. Todos los
parametros mencionados previamente pueden considerarse resuitados de una buena
respuesta al tratamiento con hdroxiurea, pnncipalmente dos: la concentracion de HbF y
el volumen corpuscular medio™, aunque la variacién det volumen corpuscular medio, ha
sido minima se debe consderar que este fendtmeno se presenta en otros estudios,
reportandose que después de ocho meses de tratamiento su elevacidn es mayor™, no
asi la hemoglobina fetal la cual se incrementa desde el pnmer mes de tratamiento y se
pueden atnbuir a ello ios efectos benéficos clinicos mas importantes, ya que el nGmero
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de crisis dolorosas y hemoliticas son inversamente proporcionales al nivel de HbF*' y al
nimero de células F, que se asocian con las respuestas en VCM, numero de
neutréfilos, de reticulocitos y otros pardmetros que también contribuyen al descenso de
las crisis dolorosas y no solamente son debidos a cambios en la Hb F*.

Los beneficios del tratamiento con hidroxiurea a dosis bajas se observaron por pnmera
vez en el estudio realizado por Charache y cols®®., quienes administraron a 298
individuos con Anemia de células falciformes dosis escalonadas de hidroxiurea y
observaron quo se obtenian los mismos beneficios con dosis bajas (< o = 15 mg/Kg/dia)
que con la dosis maxima tolerada (35 mg/kg/dia). Sin embargo, aquelios pacientes con
dosis maxima toleradas presentaron frecuentemente cuadros cllnicos de
mielotoxicidad*’. La utilizacién de dosis bajas con hidroxiurea en nuestros pacientes
fueron eficaces. presentando mejoria en ef cuadro clinico, elevacidon de HbF, descenso
de leucocitos y en general mejoria en los parametros hematologicos, ademas, con este
tratamiento se disminuyd el riesgo de presentar efectos adversos como mielotoxicidad.
Es importante sefalar que ninguno de nuestios pacentes presentd datos de
mielotoxicidad (neutropenia o leucopenia grave y persisiente). De los pardmetros
hematologicos, la trombocitosis presentada en un paciente no se asocid a ninguna otra
complicacién

Los haplotipos de la familia de genes [i-globinicos se han asociado con los diferentes
grados de gravedad dlinica en Anemia de células falciformes, ecto probablemente esta
dado por las concentraciones de hemogiobina fetal® * Los tres haplotipos mas
comunes en individuos con Anermia de células falaformes son Senegal que se asocia
con ia forma mas benigna de la enfermedad, el haplotipo Benin con cuadro dinico
moderado y el haplolipo de la Republica de Africa Central (Bantu), éste se ha asocado
con la forma mas grave de la enfermedad y menor respuesta al tratamiento con
hidroxiurea®' ***' En México se informa que los haplotipos Bemin y Bantu son los mas
frecuentes en las poblaciones de la costa del Golfo*™. De nuestros pacientes, dos
presentaron en forma homocigota ¢t haplotipo Banti, y uno fue bheteroagoto Arabia-
saudl/Bantu, este hallazgo es semejante a los informados en otros estudios donde los
cuadros clinicos mas graves presentan haplotipo Bantu*®®' Este haplotipo también se
ha asoctado con una respuesta pobre al tratamiento*’, sin embargo en nuestro estudio
todos los pacientes presentaron una respuesta favorable al tratameento

Para poder confirmar la eficacia de la hidroxiurea en niffios, y determinar las
complicaciones de! lratarmiento a largo plazo se deben realizar estudios mas extensos

La terapia con hidroxiurea no elimna por completo las manifestacionea dinicas de la
Anemia de células falciformes y su efecto benéfico sdio se observa muentras se
administre, pero demuestra la capacdad de estumular la produccibn de HbF con un
nesgo minimo de meelotoxicidad y esto mejora el estado dinico y por 1o 1anto 1a cabcad
de vida de los pacientes y famsliares, as! como una reducadn significativa en el nimero
y dias de hospitalizacén y sin duda disminuye costos Bn instilucones de salud que
brindan atencdn a estos pacentes. Sin embargo. no se debe admunistrar et tratamiento
a todos los pacientes con Anemia de células falaformes, sino solamente aquellos que
presenten un cuadro dinico grave (donde los benefidos sean mayores a los riesgos) y
se ies debe dar seguimiento dinico y paraciinico estnctc

"
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CONCLUSIONES.

Tomando en consideracién los datos encontrados en los 24 pacientes que se captaron
en este estudio, podemos plantear:

1.

La frecuencia de niveles altos de hemoglobina fetal en individuos con Anemia de
células falciformes en las costas del Pacifico, es mayor a la informada en
estudios de otras poblaciones en el mundo

. El cuadro clinico, es menos grave en los pacientes con HbF elevada comparado

con aquellos que presentaron HbF con niveles bajos.

Respecto al tratamiento con hidroxiurea, podemos plantear:

1.

El uso de hidroxiurea en tos tres pacientes con Anemia de células falciformes a
dosis bajas, mejord el cuadro dinico presentando descenso en el numero y
duraclén de crisis dolorosas, frecuencia de transfusiones y de hospitalizaciones.

La hidroxiirea como tratamiento en los tres nifos con Anemia de células
falciformes, fue bien tolerada y el nesgo de presentar cuadros de mielotoxicidad
as bajo.

Los pacientes homocigotos para el haplotpo Bantu y el heterocigoto Bantw
Arabia-saudi, respondieron favorablemente al tratamiento con hidroxiurea.

Se requiere esludios con mayor numero de pacentes y con un seguimiento a
largo plazo, para confirmar la eficacia de hidroxiurea y generalizar los resultados
a la poblacién de pacentes pedidtricos con Anemua de cilulas faloformes y sus
efectos adversos Que aun se desconocen
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ANEXO 1
Hoja de recoleccién de datos

Niamero de Familia:, Numero de paciente:

Nombre de paciente:

Edad (afios y meses): Sexo: M F

Talla Peso

Direccién y teléfono:

Antecedentes familiares de Anemia de Céiulas Falciformes:

Arbol genealdgico:

Numero de familiares afectados: Primer sintoma referido

Edad de inicio de la sintomatologia (afos y meses):

Cuadro clinico con el que inicio la sintomatologia de Ia

enfermedad:

Namero de infecciones

Tipo: Vias respiratonas Tratanmento
Gastrointestinales Trataméento,
Osteomielibs bactenana Tratamiento
Otro tipo Tratameento

Numero de transfusiones
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No de crisis dolorosas, Total de hospitalizacion

Lugar: Extremidades
Espalda
Térax
Abdomen

Tiempo de duracion

No de crisis convulsivas Tratamiento

Cirugia
Esplenectomia Fecha

Otras

Hospitalizaciones por Neumonia

Hospitalizaciones por alleraciones neurologicas graves
trombosis

como hemorragia

o

Secuelas,

Priapismo

Exploracién Flsica

Exdmenes de laboratono
Electroforesis de la hemoglobina

Hemoglobina (g/di) Hematocnito{%) CMH (pg) VCM(fL)
Leucocitos (x10%/1) Neutrofilos___ Reticulocitos,
Otros:

Hemoglobina fetal (%)

Pruebas Funcionales hepatcas:

Pruebas funcionales renales.

Estudios de gabinete.
Radiografias

Ultrasonido.

Tomografias




ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Para el Protocolo: "HAPLOTIPO DE PACIENTES CON ANEMIA DE CELULAS
FALCIFORMES Y SU RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON HIDROXIUREA®.

1.informacién sobre el estudio.

Se le ha invitado a participar en un estudio de investigacion. Los médicos de su hijo
han determinado que presenta una enfermedad llamada Anomia de células
falciformos. Esta es una enfermedad causada por alteraciones en el material
hereditario, provocando que fa hemoglobina de los glébulos rojos no funcione
adecuadamente Los globulos rojos son células sanguineas que transportan el
oxigeno de los pulmones a todas las células y que deben lener una forma de disco
bicéncavo, si esta forma se pierde, la célula puede oduir (tapar) los vasos
sangulneos dando como resultado ios sintomas de la enfermedad

La hidroxiurea es un farmaco que inhibe una enzima liamada ribonuciedtido
reductasa; este medicamento oral aumenta la hemogiobina feta!l (de bebé) en los
glébulos rojos que ayudan a mantener su forma normal y disminuir los episodios de
dolor y el sindrome de t6rax.

El propésito del estudio tiene fines terapéuticos y cientificos, los resultados servirdn
para aportar nuevos conocimientos sobre la respuesta a hidroxiurea en pacentes
con Anemia de células falcformes asl como el comportamiento en los procesos
hereditanos

2.Procedimlientos.

Su participacidn consiste en aceptar el tratamiento con e farmaco llamado
hidroxiurea a dosis de 10mg/Kg/dia por 6 meses y en donar 5-10 m! de sangre
periférica, asl como someterse a una sene de revisiones dinicas por hematologia y
servicios clinicos necesarios, examenes de laboratono y gabinete requendos
normalmente para establecer el diagnostico y sus complicaciones de la enfermedad
La hidroxiurea puede provocar nausoas, vomito e irntacion de la pel la que
desaparece al disminuir la dosis

La toma de muestira de sangre en este estudio implican un riesgo minimo, que
puede estar asocado con incomodidad, entojecimiento o contusidn en el sito de la
perforacidn de la piel, sin poner en nesgo la wda de su hijo

3.Beneficios.

En la Anenua de células falaformes existen evidencias de disminur las crsis
dolorosa, sindrome pulmonar agudo y 1a transfusion sanguinea

Al término del estudio, el tnvestgador le proporaonard la informacbn completa
sobre los resultados del hapiotipo obtenidos y se me notificard sobre cualquier
procedimuento que pudiera recibir en benehicio de la entermedad de su hijo

En caso de que exista nesgo para alguno de sus familiares de padecer Anemua de
células falaformes, se reahizaran los estudios al alcance del médico y de la
insbtucion para diagnosbcar el padecnvento Asi mismo s8 proporcionara un
asesoramiento genétco completo para usted y sus farmliares
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4.Complicaciones.

Los efectos secundarios del tratamiento con hidroxiurea no estdn bien definidos. En
estudios internacionales (Estados Unidos y Europa) de pacientes pediatricos con
tratamiento por cinco anos con este medicamento no han presentado
complicaciones como leucemias o cancer, pero por ser un farmaco mielotoxico
existe esta posibilidad de niesgo.

5.Confidencialidad.

La informacion que se obtenga en este estudio, incluyendo registros cllnicos y/o de
hospital sera tratada como privilegiada y confidencial y no sera divulgada o revelada
a ninguna pefsona sin su consentimiento por escrito.

8.Participacion / suspensién.

La participacion de su hijo en este estudio es voluntaria. Usted esta en libertad de
retirar a su hijo en cualquier momento. Su decisidn de rehusarse a participar o
suspender el estudio no afectara la cahdad ni la disponibilidad de su atencion
médica.

7.Consentimionto.

Una persona responsable de este estudio le ha explicado los pormenores del mismo
y los riesgos y beneficios potencales que esté implica. Usted a tenido ta oportunidad
de hacer preguntas. Si tene alguna duda deberd comunicarse con las responsables
del estudio Dra. Rosenda Pefaloza Espinosa y/o Dra. Eugenia Dolores Ruiz Cruz.

Al firmar este documento, usted accede voluntanamente a parhcipar en el estudio.

Lugar: Fecha

Nombre del pacients

Nombre de 1a Madre. Firma
Nombre del Padre: Firma, .
Testigo: Firma
Testigo: Firma




ANEXO 3
Método de extraccién de DNA de musstras de sangre mediante SDS y NaCl.

Tomar una muestra de 5 a 10 mi de sangre de un individuo y mezclaria con 500u! de
EDTA al 0.5% (pH=7.8).

Centrifugar a 3 Krpm durante 10 min.

Tomar con pipeta Pasteur la capa de leucocitos de la interfase y pasaria a un tubo
eppendorf limpio y esterlizado.

Agregar al tubo 1.5 m! de solucidn de lisis de eritrocitos, mezclar vigorosamente
hasta que se halla resuspendido la pastila

Centrifugar a 3 Krpm por 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante usando vacio.

Repetir los pasos 4,5 y 8 por lo menos dos veces, hasta que la pastillas se
encuentre blanca.

Resuspender la pastilla en 886 jl de NaC! a S5SmM, agitar vigorosamente

Agregar a cada tubo 46 ul de SDS al 10%, agitar vigorosamente.

Adicionar 308 il de NaCl saturado a cada tubo, agitar vigorosamente.

Centrifugar 15 min. a 15 Krpm, transferir el sobrenadante a un nuevo tubo
eppendorf.

Realizar al menos dos extracciones fendlicas (fenol-cloroformo-isoamilico, 25.24:1),
después se trabaja con la fase acuosa.

Precipitar el DNA con un volumen de isopropanol o dos volumenes de etanol
Centrifugar 5 min. a Krpm, eluminar el sobrenadante y lavar dos veces la pastilla con
etanoi al 70%.

Resuspender la pastila de DNA en 200 a 500 il de agua desionizada.

Almacenar el DNA a -20°C

Espectrofotometria de luz ultravioleta {UV).

Med:ante de esta técnica es posible calcular la concentracion y pureza del DNA
La longitud de onda utitizada es de 280 nm

La concentracion se obtiene tomando como base la siguiente relacion .
1 densidad Optica equivale a 50 ug de DNA/mI

La pureza se obtiene’  Absorbanca a 260 nnv absorbancia 280 nm
Optma=18

n



ANEXO 4
Técnica de Reaccién en Cadena de Ia Polimerasa.

. Se seleccionard la regién para amplificar por medioc de la eleccion de
oligonudiedtidos de inicio (primers) para los siete sitios de restriccion por
endonucieasas que son los siguientes:

1). Para el sitio polimérfico Xmnl ............ region 5' del gen Cy
AACTGTTGCTTTATAGGATTTT
AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC

2). Para el sitio polimérfico Hindl!.. ... region IVSIl de los genes “y/ %y
AAGTGTGGAGTGTGCACATGA
TGCTGCTAATGCTTCATTACAA
TAAATGAGGAGCATGCACACAC

3). Para el sitio polimérfico Hincll ... ... .. region de gen yf}
GAACAGAAGTTGAGATAGAGA
ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT

4). Para el sitio potimérfico Hincll......... .region 3' del gen yf}
TCTGCATTTGACTCTGTTAGC
GGACCCTAACTGATATAACTA

5). Para el sitio polimorfico Hinft .. ... region 5’ det gen 8
CTACGCTGACCTCATAAATG
CTAATCTGCAAGAGTGTCT

6). Para el sitio polomdrfico Hpal ... .1egibn 3" del gen §§
TTCATACATAACAATACTCA
GAGGAGAGCTTTACTTCCAA

. Material necesanos

Agua desionizada

MgCiz 50mM

Solucién amortiguadora para la amplificacion 10X.

Mezcla de los cuatro deoxinucledsidos a3 una concentracion de 25

mM

Un par de pnmer a 20 pmol/ul

DNA gendmico 100 ng/ul

Taq DNA polimerasa 5 U/t

Termociclador

Matenal pldstco. tubos eppendorf de 5004l y puntas desechables.

Micropspetas.

Microcentrifugas

. Procedimientos:

= Se realizard una mezcla con todos |08 reactivos a excepadn del
DNA genomico, calculando la cantidad de reactvos para un
volumen final de 25!

* Postenomente se colocard 1l de DNA

TESIS CON .
FALLA DE ORIGEN




» Se colocaran los tubos en el termociciador, bajo las siguientes
condiciones:
=  Desnaturalizacion inicial 94°C (5 min),

seguida de 35 ciclos (a,byc)

a. Desnaturalizacién 84°C (1 min).

b. Alineamiento 55°C (45 seg).

c. Extensidn por 45 seq. con las siguientes temperaturas
correspondientes para cada par de pnmers; 52°C para Xmnl
§Cy, 54°C para Hindlll-Sy, 58°C para Hindill-*y, 49°C para
Hincll-pp, 47°C para Hincl-3"p, 48°C para Hinfi-50 vy
49°C para Hpal-3'p

s  Extension final de 72°C por 10 min.
Restriccién de los productos de PCR con endonucleasas.

1. Material.
« Productos de amplificacién por PCR 3 .
s Agua bidestilada 5yl
» Enzimas especificas 1 ul (Xmnl 5Cy, HindlIl-Oy, Hindili-Ay, Hincll-¥p, Hincll-3\p,
Hinl.)-5') y Hpal-3'fy)
» Buffer especlfico para cada enzima 1 jl.

2 Procedimiento
s Se mezclan todos los materiales arnba senalados.
= Se agitan suavemente
» Seincuban a 37°C por 2 hrs
= Finalmente para observar los fragmentos de restriccidn se corren electroforesis
an geles de agarosa a! 2% con bromuro de etidio y se observa con marcadores
de peso molecular y luz UV.

39




Anexo 5

Eilectroforesis en geies de agarosa.

1.

Material

Solucion amortiguadora TAE 1x preparada a partir del stock 50x (Tris base
242g, acido acético glacial 57.1 ml y EDTA 100 mi a 0.5 My pH 8).

Bromuro de etidic a una concentracién de 1 ug/mi.

Agarosa grado molecular.

Marcador de peso molecular de 123 6 50 6 100 pb.

Camara de electroforesis honzontal

Fuente de poder.

Procedimiento

Se prepara gel de agarosa al 2% (1g. Agarosa en 50 mi de solucion
amortiguadora).

La mezcla se calienta en microondas hasta hervir.

Una vez disuelta el agarosa compietamente, se agrega 2 ul de Bromuro de
etidio, agitAndose para homogenizar.

Se vierte la agarosa fundida, en la plataforma de la cdmara previamente
sellada y se inserta un peine a 3 mm de profundidad en la solucion.

Una vez que el gel haya pohimenzado de retirara el peine cuidadosamente.

Se anade a la camara de electroforesis suficente solucidon amortiguadora,
hasta cubrir el gel

Se coloca en los pozos formados por los peines 1 a 2 ul de la muestra
mezclada con colorante (azul bromofenot)

Se aplica una cornente de 100 volts por aproximadamente 20 min.
Posteriormente se trasilumina con una lampara de luz UV y se toman
fotografias mediante el programa digital.
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