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RESUMEN 

Antecodontes. Le Anemia de células falciformes (ACF) es una de las enfermedades 
hereditarias más comunes en el mundo, las manifestaciones cllnicas más importantes 
son anemia hemolllica, predisposición a infecciones y episodios de vaso-oclusión 
dando como resultado crisis de dolor y/o falla orgánica, por lo que la morbi-mortalidad 
es elevada, siendo un problema de salud pública. Existe evidencia de la utilidad 
terapéutica de niveles altos de hemoglobona fetal. que al disminuir los slntomas mejora 
la calidad y tiempo de vida en pacientes con ACF. Uno de los fármacos ulllizados con 
esta finalidad es la hidroxiurea que ha demostrado incrementar los niveles de 
hemoglobina fetal en algunos pacientes con ACF. Se han asociados factores que 
influyen en la respuesta al tratamiento con hidroxiurea como haplobpo. células F. 
leucocitos y neutrófilos. 
Objetivos. 1).Analizar los haplot1pos en individuos con ACF y tratamiento con 
hidroxiurce. 2). Evaluar los efectos de la hidroxiurea con niveles de hemoglobina fetal y 
la cuantificaoón de células sangulneas ACF. 3) Comparar los parámetros cflnicos y 
hematológicos antes y después del tratamiento. 4) Evaluar el potencial terapóutico de la 
hidroxiurea en pacientes ped1atricos con 
Mlitori•I y Métodos. Se confirmó el diagnóstico y dasif1c6 la gravedad de Anemia de 
células falciformes en 24 paoentes. Se 1nduyeron tres pacientes que presentaban crisis 
dolOfosas graves rcquinendo hospctalizaci6n por tres o mas ocasiones en un ar.o. 
quienes recabieron tratamiento con hidroxiurea 10 mg/kg/dla, dos de ellos por seis 
meses y uno por 12 meses. Durante este !Jcmpo se evaluó y monitonzó a los paoentes 
con exploración fisica. BHC. pruebas do función hepática y renal y niveles de 
hemoglobina fetal. Posteriormente se compararon los datos obtenidos antes y después 
del tratamiento 
Antes de inioar el tratamiento so tomO una muestra de sangre penférica, para la 
obtención de DNA y establecer los haplo!lpos por medio de técnicas moleculares 
Resulhdos.1) Homatológ1COs y bl()Quln11cos. se encontraron camb•os importantes al 
comparar tos resultados antes y después del tratamiento con h1droxiurea en. 
hemoglobina fetal, hemoglobina total, volumen corpuscular medio. leucootos, 
neutrófilos y plaquetas En las pruebas de func10n hepállcas se elevaron ligeramente 
los niveles de desh1drogcnasa léctJca y la bdorrubona total (a expensas do la indirecta), 
pero comparando los niveles de bthrrubona antes y después del tratamiento 
disminuyeron. Las pruebas renales se encontraron dentro de limites normales 2) 
Cuadro clln1CO las cnsis dolorosas y transfusmnes antes del tratamiento fueron >3 por 
ano. comparados s 1 después del tratamcnto 3) Haplotipos· 2 paoentes fuefon 
homocigotos para el haplotJpo Bantú y uno heteroogoto Bantü/Arabia-saudl 
Conclusiones. 1) El uso de hldroXJurea en los tres paoentes con Anemia de células 
falaformes a dosis ba¡as. me¡ora el cuadro dlnoco de los paoentes presentando 
descenso en el número y duraoón de cns1s dolorosas. freruencia de transfusiones y 
hosprtahzaoones. 2) Lu hidroXlurea fue bien tolerada y no se presentaron cuadros de 
mielotoxicidad. 3) Los tres paoentes con haplotJpo Bantú respondieron favorablemente 
al tratamiento con hodrolOurea 4) Se requooren estudios con mayor número de 
pacientes y un seg1.11miento a largo plazo para genera~zar los datos a la población 
pediátrica mexicana 



GENERALIDADES. 

La hemoglobina S (HbS) es una de las hcmoglobinopatlas más frecuente en el mundo, 
encontrándose con la mayor frecuencia en África Central y costas del Mediterráneo, asl 
como en aquellas regiones del mundo donde hubo inmigración de esta población como 
sucedió en las costas de México desde la época de la colonia' En México la frecuencia 
génica de esta hemoglobinopatla en mestizos costenos es de 0.025 y en mestizos 
indlgenas 0.01 1 Este es un padecimiento aulosómico recesivo. ocasionado por una 
mutación puntual (GAG->GTG) en el sexto codón del gen Jl-globina que en esti::do 
homocigoto produce la Anemia de células falciformes y constit~e una causa importante 
de morbilidad y mortaltdad en los pacientes con esta patologla . 

Organluclón y localluc16n cromosómlca do loa genos Jl-globinlcoa. 

Las hemoglobinas son un con¡unto de protelnas complejas localizadas en el interior de 
los entroc1tos. cuya función principal es la de transportar el oxigeno a todas las células 
del organismo Estan conslltuidas por un grupo hemo (Protoporfina tipo IX y un !\tomo 
de hierro) que es constante en todas las hemoglobinas, y cuatro cadenas 
polipeptldicas: un par de la familia alfa con 141 aminoacidos cada una y el otro par de la 
familia beta de 146 aminoácidos. La fam11ta alfa esta constituida por los genes zeta !<2) 
y alfa (o1 y o2). localtzados en el crnmosoma 16p13 3, incluyendo varios pseudogones. 
La familia de los genes beta que comprenden los genes e, ªv. "v. ¡, y 13 y dos 
pseudogenes beta localizados uno en 5' del ¡en ic y el otro entre "y y li. ubicados en una 
longitud de 70 Kb en el cromosoma 11p15.5 •(figura 1) 

~111' 
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Figura 1. Represenlao6n esquemaflca de la familia lliJlobtna 

Las diferencias entre las distintas hemoglobinas (normales y anormales) radica 
precisamente en los tipos de cadenas de glob1nas que las constituyen Las 
hemoglobinas normales pueden ser clasificadas de acuerdo con el periodo en el que se 
presentan durante el desarrollo del 1n01v1duo en Embnonanas [Gower 1 (<2 t2). Portlarid 
(<2y2) y Gower 11 (a2c2)). Fetal (o2y2) y del Adulto [A (a2 132) y A2 (a2 li2)) La fam11ta 
de los genes 13-globin•cos se expresan en d1recct6n 5'·> 3· y requieren elementos de 
control local <promotores y aumentadores) y distales (DCR o elemento de control de 
locus. LCR)~'' 
Los hemoglobinas anormalCll pueden ser debodas a modnicaciones del DNA. como son 
mutaciones de una o vanas bas.es. deleciones o entr6Cruramiento desigual de regiones 
ospeclf1cas que se traducen en pórdoda de la expresión o mal procesamiento del 
mRNA La hemoglobina S. es una hemoglobina ocasionada por la mutación puntual 
(GAG -> GTG) en el sexto codón de la cadena de fl-glob1na 3 
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ANEMIA DE CELULAS FALCIFORMES. 

Flalop•tologla. 

Los hematles con hemoglobina SS, al sufrir desoxigenación cambian su forma de disco 
bicóncavo por el do una semiluna alargada o de hoz (falciforme). La desoxihemoglobina 
:; se agrega para formar pollmeros alargados y cillndricos en la mayorla de los 
homatles. estas fibras se alinean y distorsionan la célula haciendo que adopte la forma 
do hoz. Las moléculas individuales de hemoglobina S (HbS) forman un pollmero 
compacto constituido por 14 filamentos con una configuración helicoidal. En una 
amplificación de los contactos entre un par de filamentos alineados muestran que la 
valina de la p-globina anormal forma un contacto hidrófobo con un sibo aceptor de una 
cadena beta de la molécula adyacento 12

·". 

La rigidez de los hematles dada por la pohmen.zaaón de la hemoglobina, unp1de el libre 
nujo de los homatlos por los capilares y puedo producir obstrucción, causando h1poxia 
tisular, mayor desoxigenación y mayor fonnaoón do dropanoalos. La formación do 
dropanocitos os dependiente de oxigeno. sin embargo. el cambio conbnuo de la forma 
celular dana la membrana de los erilrootos. alterando el 1ntercamb10 1ónoco r, pérdida 
consecu!Jva do potasio y agua dando lugar a formas falciformes irreversibles•>- 0 

Cuadro cllnlco. 

Los hcterocigotos llenen muy pocos problemas cilnicos ya que los hematles AS 
requieren una tensión de oxigeno mucho menor para formar drepanootos que los 
hematles SS, en consecuencia. los 1ndrvoduos con ra~o falciforme solamente 
presentarán crisis drepanoclllcas en caso de h1pol08 intensa ' 
Los paaentes homoc1gotos para HbS. presentan una variedad de problemas cllnicos 
(cuadro 1) que se inician durante el primero ano de vida. una ve.z que se ha subs!Jtuido 
la mayor parte de la hemoglobina fetal por hemoglobina s'"" 

Cuadro f. Manifestaciones cllmcas oo /a enen11a de células falctformes 

.-------·- ~-~- --·--·---- ----------------------~ 

11. 

('",11utituóo1kJ/e.1 

Alteración del cn:c1micnto 
Ma}·or •u....:cplihihJad a las 11fc.:<k>oc•. 

Já.ro-<>d2'.1u)n ~ 
Microinfa.rtos ~ Cns.l) Jnklros.as 
Macroinfarto' -=:-i::~-------' 
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Alteraciones constitucionales. Dentro de las manifestaciones generales se encuentra 
el retraso en el crecimiento y desarrollo, el peso es más afectado que la talla. 
Aunque el peso promedio en los ninos generalmente esta disminuido, en escolares y 
adolescentes es variable Además presentan mayor susceptibilidad a las 
infecciones 17

·2<l. 

Anemia. Los homocigotos SS padecen una anemia hemolltica crónica Intensa con 
valores de hernatocrito entre el 18 y 30%. La destrucción de los hematles es 
independiente de la edad celular. La vida media do los hematles en esta situación 
es de 10 a 15 dlas en lugar de 120 dlas normales. Aquellas que tienen cantidades 
relativamente elevadas de hemoglobina fetal (HbF) poseen una vida media más 
larga. Como consecuencia de la ruptura eritrocitaria acelerada, los pacientes 
presentan datos cilnlcos y de laboratorio caracterlsticos de anemia drepanocltJca. La 
hemóllsis es pnncipalmente ex1ravascular, la anemia se hace más intensa si se 
suprime la eritropoyesis ·anemia aplástica", dadas por dos causas principales 
infección y deficiencia de ácido fóhco" " 

Fenómenos do oclusión-vascular. La morbi-mortalidad de ta Anemia de células 
falciformes se debe principalmente a este fenómeno, dando dos cuadros cilnicos: a) 
Microinfartos, se caracterizan por la presencia de cnsis dolorosa recurrente, estos 
episodios son de inicio rápido y atacan diversas partes del organismo en particular 
extremidades, abdomen, tórax , espalda y articulaciones. Aproximadamente una de 
cada tres están precedidas por una infección bacteriana o viral. Su frecuencia es 
variable r. en algunos individuos las crisis aparecen con más frecuencia en tiempo 
de frlo42 -n b) Macroinfartos, la vaso-oclusión grave se debe a efectos acumulativos 
de los episodios recurrentes, existen signos objetivos de lesión anatómica o 
funcional on diversos órganos pero los más frecuentemente afectados son: 
pulmones, rinón, hlgado, huesos y piel • 11

·"-

Cardiopulmonar. La lesión progreSlva del lecho vascular pulmonar, se asocia a 
hipertensión pulmonar e hipertrofia muscular derecha. también se puede presentar 
insuficiencia cardiaca congestiva por sob<ecarga impuesta debido a la intensa 
anemia e hipoxemia" " 21 

Hepatobihar. Por la anemia hemollbca crónica. los pacientes presentan ictericia y 
mayor lendoncia a la formación de cálculos billares También pueden presentar 
infartos hcpá!Jcos que pueden infectarse y formar abscesos 1 ' >• 

Genrtounnario. El ambiente hipertónico y ácido de la médula renal favOfece la 
transformación falciforme de los glóbulos rops. dando lugar a micro;nfar1os. 
prácticamente todos los paoentes presentan 1sostenuna. y es común la hematuna 
probablemente por lesiones papilares La falla renal, aparece de forma crónica 
progresiva y es una forma común de muer1e en pacientes adultos. Los varones 
pueden presentar priapismo por oclusión del ftu¡o venoso del cuerpo caverTl0$0"·1•. 

Esquolótico La apanoón de infartos óseos produce anomallas radiográficas como 
vénebras bicóncavas. además de incrementar la trabeculación y esclerosis ósea La 



necrosis aséptica de Ja cabeza del fémur es frecuente y puede producir una 
considerable invalidez • 17

·
24

. 

Piel. A menudo aparecen úlceras cutáneas crónicas en la porción distal de las 
extremidades inferiores 17

·
14 

Neurológico. El paciente tiene alrededor de un 25% de probabilidad de presentar 
alguna complicación neurológica en su Vida. la más frecuente es la hemiplejia y la 
principal compltcación es la trombosis cerebral, pero también puede presentar 
hemorragia subaracnoidea• 17

· 
24 10 

Las caracterlsticas dinicas y de laboratorio son innuenciadas por los niveles en sangre 
de HbF, a mayor cantidad (12 2% t 2 4) menor severidad del cuadro dlnico, y a menor 
cantidad (<9.8%) mayor gravedad del cuadro cllnico. debido a que la HbF es un potente 
inhibidor do la polimerización de la desoxihomoglobina S Estas observaciones sugioron 
estrategias terapéuticas enfocadas a ¡.reservar o reacbvar la producoón de 
hemoglobina letal dospuós del nacimiento '· 21-

1
• 

TRATAMIENTO. 

Hasta In fecha no hay un tratamiento curativo del padeamiento y el manejo es 
sintomático. con transfusiones sangulneas. administración de antibióticos, analgésicos. 
hidratación, etc. En algunos paises se han realtzac!o transplantes de médula ósea. cuya 
decisión es diOcil por el promedio de mortalidad en pacientes pediátricos y la potencial 
morbilidad por el rechazo al in¡erto"". También se han ensayado agentes con actividad 
antldrepanocltica como aspirina. melll-acetJl-losfato o succinildisaholato. que 
transforman la Hb S en carboxihemoglobina o metahemoglobina Otros de Jos agentes 
utilizados son aquellos que elevan la hemoglobina fetal como la 5-azacitidina que es 
antinco~nsico que desmehla la molécula de ONA, logrando un incremento de 70 a 80% 
de HbF " y el buhrato de sodio que inhibe la desacetílaoón de las histonas, pero no 
so recomenda para el tratamiento ya que se encuentra en fase experimental12. 

Actualmente los estudios se encuentran enfocados hacia tratamientos menos agresivos 
y dentro de estos se encuentra la h1droxiurea 

Hldroxlurua on Anemia do células lalcllonnoa. 

La hidroxiurea es un li'mnaco sintótico. 1nhibldor de la nbonudeótido reductasa y agente 
citotóxico do fase especifica S que arresta la slntesis de DNA Se puede administrar 
oralmente y se convierte en radicales hbres do óxido nitnco j/} VNO, y se transporta a las 
células por difusión simple'"" Es ampliamente utlhzado en el tratamiento 
antinoopláS1co 
Los estudios prodlnicos demuestran que la h1droxiurea incrementa la hemoglobina 
fetal, y en estudios dlnicos la hldroxiurea ha incmmentado los rebculootos F y la 
hemoglobina fetal~ Los mecanismos por los cuales se incrementa la HbF aún no están 
completamente claros. pero los estudios in wtro de cultrvos en unidades formadoras de 
brotes orrtroides (BUF-<?) sugieren la relaoón entre la regeneraooo celular y la 
d1foronaao6n La rl\p¡da regeneración o expansión de la producción de células F. es 



inducida en los precursores de eritrocitos en la médula ósea al administrarse 
hidroxiurea; la cinética de regeneración eritroide detennina si la célula expresa HbF o 
sólo HbA36. Probablemente los precursores eritroides pnmitivos mantienen la capacidad 
de expresar los genes gama globlnicos, por medio de factores de transcripción 
eritroides tipo Krüppcl que alleran la maduración de los precursores eritroidos, 
favoreciendo la expresión de genes gama globlnicos e incrementando 
concomitantemcnte la eritropoyesis y la producción de células F 37 

Otros estudios sugieren nuevos mecanismos de acción de la hidroxiurea. La 
peroxidación de hidroxiurea puede generar óxido nltrico (NO) que es un potente 
vasodilatador. En ratas, la hidroxouroa conduce a la formación de rntrosohemoglobina S, 
este complejo puede dotoctarso después de 30 mmutos de administrarse el tratamiento 
y persiste por cuatro horas aproximadamente El NO incrementa la afinidad de la HbS al 
oxigeno reduciendo la polomerización. pero estos resultados no han sido confirmados. 
Quizás la h1drox1urea incremente la afinidad del oxigeno a la HbS o promueva la 
vasodilatación. reduciendo la polimerización y por lo tanto disminuye la oclusión 
microvascular"'-30 

Efectos cllnicos y homatológicos En los estudios mullicéntricos. como el HUG-KIDS 
(ensayo dlnoco con hidroxourca en pacientes pedoatricos)'° han demostrado que la 
hidroxiurea reduce a la molad la frecuencia de hospitalización. la incidencia de crisis de 
dolor, el slndromo agudo pulmonar y las transfusiones sangulneas. además de reducir 
la duración de las cr1s1s dolorosas o del slndrome agudo pulmonar'° El incremento de 
la HbF en promedio es del 18% en los primeros seos meses y 9% en los siguientes seos 
meses, aunque estos resultados no se encuentran en todos los pac10ntes. En pacientes 
adultos se observó que la apanci6n de rnielotox1cidad suelo presentarse antes de 
alcanzar la dosis máxima tolerada de hidrox1urea. sm embargo los pacientes pediátncos 
parecen tener me¡or respuesta que los adultos" Otros de los beneficios del tratamiento 
son: incremento de la vida media de los glóbulos ro¡os, reduca6n de la hemóhsls, 
mayor capacidad al esfuerzo flsico anaer6btoo y aerObtco y los cambios hematol6g1cos 
induyen: incremento en el volumen corpuscular medio, concentración media de 
hemoglobina y la dosmnuciOn t-"fl la cuenta de leucootos" 

Mortalidad y morbúidad Han d1Sminwdo en forma s1gr11ticabva en los paaentos tratados 
con hidrox1urea en comparación con los tratados con placebo Son los resultados más 
importantes de los estudios multocéntr1cos"° 

Detormiriantos paro la rospuesta do hKirox1urotJ Los 1nd1viduos con me¡or respuesta al 
tratamiento fueron aquellos que presentaban una cuenta atta de neutrófilos y 
rebculootos antes de iniciar el tratamtento. los que disminulan gradualmente a lo largo 
del tratamiento•' " 

Otros factores estudiados para determinar la respuesta al tratamento con h1drox1urea 
son los polimorfismos genéticos Los haplotlpos (Grnpo de alelos estrechamente 
ligados. que se hetedan como unidad, patrón de presencia o ausencia de fragmentos 
de restricción) en la famha de genes beta globlnlcos (figura 2). cuya caracterización ha 
peftTllhdo desairar el ongen de la rnutaoOn en cinco regiones geográficas prinopales 



Esto ha permitido conocer los mosaicos culturales y étnicos de ciertas poblaciones y 
explicar, al menos parcialmente, la heterogeneidad dlnica do la drepanocitosis<OM~. 
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Figura 2. SrtK>S de corle de cndonudeas.as de resmcc.10n qve permiten conoc.er los haplot1po1 liga~ a 
la mutaaón beta·S En la parle r.upenor MJ mueatra e1 tama:'\o de la reg•ór.. dOnde se encuentran m 
pof1mort1smos y las enzimas utihzad.aS .,. en la per1e inreoor ~ ttwnal\o oe los prOOuctos esperados por 
PCR y restncoon (Tomoela el<> Sutton M. H180)" 

De esta manera. se han descrrto d1sMtos haplo!Jpos ligados a la mutación beta-5 
Cuatro son los mas frecuentes en poblaoón africana· Bantú -Ban-. Benin -Ben-, 
Senegal -Sen·. Camerún -Cam' y el Arabia-lnd111 que posterrormenle so drvidrO en 
Arabe·saudl y Asrébco4

'""" La auscnc111 o presenoa de fragmentos de restricción 
correspondientes a cada bpo de haplo!Jpo se muestra en la tabla 1 
En cstudros previos realrzados en esta Unidad. los haplo~pos m.'\s frecuentes fueron el 
Bantú en primer lugar y Benin en segundo"°. ambos se asocian a un cuadro cllnico de 
mayor gravedad" 

Tabla 1. Ausencia o presencia de fragmente:-& de restncc.on para caaa haplotpo 

Haplotipo ;..' ________ ....,;;Eo.n_d;;;.o.;;;.;.;n.;;uc.;c_io,li=-u=-a de ,...Uicclón:·-- ··--·-· 
Xmn 1 Hind 111 H1nd 111 Hrnc 11-' -Hincll. Hrnf 1 Hoa 1 

Bantu 

Benin ¡ 
Senegal ¡ 
Camerun 

Arabla­
aaudl 

Aal•tlco 

+ 

+ : + 

! + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + 1 + 
-·-+----· ...... --------·-~-----L--

+ 
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En estudios preliminares se refiere que los pacientes que presentan el haplotipo de la 
reglón de África Central (Bantú) so asocian a una pobre respuesta. Poro estos 
resultados aún no son concluyentes••. 

Administración. En estudios previos, diferentes autores han empleado la hidroxiurea en 
pacientes con Anemia do células falciformes, a una dosis entre 25 y 50 mg/kg/dla que 
resultaron ser muy tóxicas y prohibitivas. por lo que actualmente se encuentran 
realizando un estudio multicéntnco en colaboración de diversos institutos y 
universidades en los Estados Unidos•0 ·43 ., En 1998 la FDA (Food and Drug 
Administration) aprobó la utilización de la hidroxiurea como tratamiento para pacientes 
con Anemia de células falciformes, refiriendo que pacientes menores de 18 anos que 
presenten cuadros graves de crisis vaso-oclusivas puedo administrarseles el 
tratamiento de 10-20 mg/kg/dfa con seguimiento riguroso. 
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JUSTIFICACIÓN. 
La Anemia de células falciformes es una de las enfermedades hereditarias más 
comunes en el mundo, las manifestaciones clinicas más importantes son anemia 
hemolltica, predisposición a infecciones y episodios de vaso-oclusión dando como 
resultado, crisis de dolor y/o falla orgánica, por lo que la morbi-mortalidad es elevada, 
siendo un problema de salud pública. Exista evidencia de la utilidad potencial 
terapéutica de niveles altos do hemoglobina fetal, disminuyendo los slntomas y por lo 
tanto mejorando la calidad y tiempo de vida en pacientes con Anemia de células 
falciformes. Uno de los fármacos utilizados con esta finalidad es la hidroXJurea. la que 
en nuestro pals es poco utilizada pare el tratamiento de esta enfermedad. Además, 
varios estudios se han enfocado a la búsqueda de detenrnnantes de la respuesta a 
hidroxiurea, entre los que se encuentran los polimorfismos genéhcos. Por tal motivo 
este estudio está enfocado a buscar s1 el 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 hereditarios en la Anemia de 
células falciformes y su respuesta al trata1TI1ento 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 
¿El haplotipo Bantú en paacntes con Anemta de células falciformes ínftuye en la 
respuesta al tratamiento con hidroxiurea? 

HIPÓTESIS. 
Ho: Los pacientes con Anemia de células falcif~ y haplotipo Bantú responden 
favorablemente al tratamiento con hidrox1urca. elevando los niveles de hemoglobina 
fetal 
Ha: Los pacientes con Anemia de células falaformes y haplobpo Bantú no responden al 
tratamiento con hidroxiurea y los niveles de hemoglobina fetal permanecen bajos. 

OBJETIVO GENERAL. 

Analizar los haplobpos en individuos con Anemia de células falaforrnes y tratamiento 
con hidroxiurea. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Evaluar los efectos de la hidroxturea con los rvveles de hemoglobma fetal y el 
número de células sangulneas 

2 Comparar los parámetros dlnocos y hematológ1cos de los pacientes con Anemia de 
células falciformes antes y después del tratamiento 

3. Evaluar el potenoal tcrapéubco de la hidroxturea en pacientes pediétncos con 
Anemia de células faloformes 
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PACIENTES, MATERIALES Y METODOS: 

0/se/io. 
Presentación do tres casos dlnicos. 

Dlseflo de hl muestra 
1. Definición del univorso: Todos los pacientes con diagnóstico do Anemia de células 

falciforme. 
2 . Definición de la muestra : Pacien!L>s con Anemia de células lalcilonnes con cuadro 

cllnico grave del Registro de Anemia de células falciformes de los Hospitales 
Generales de Zona de Poza Rica, Ver. y Acapulco, Gro. 

Criterios de selección. 

Criterios de inclusión : 
1. Pacientes con Anemia de células falciformes confirmada. 
2. Pacientes cuyos padres y abuelos hayan nacido en México 
J . Pacientes con edad mayor de 12 meses 
4 . Pacientes de uno y otro género 
5. Pacientes que tengan por lo menos uno de los sigu1ontos cnterios : 

a . Tres o mas c11sis de vaso-oclusión, caracterizados por crisis de dolor 
requiriendo hospitalización y aplicación do analgésicos 

b . Un episodio de slndromc pulmonar agudo. definido como dolor torácico 
agudo con infiltración pulmonar idenbficada por radiografía . 

c . Complicaciones neurológicas como isquemia transitoria o convulsiones y 
confirmada con enc-.clalograma y estudios de 1magon 

d . Priapismo definida como erección dolorosa persistente. 
e . Necrosis ósea por isque1t11a, definida como dolor en hombro o cadera con 

dano funcional y rad1ogralla anonnal 

Criterios de no-inclusión 
1. Pacientes que no qu1t-ran part>cipar en el estudio. 
2 . Pacientes con antecedootes nt'oph\sicos 
J . Pacientes pos1bvos para el Vlrus de inmunodeficiencia humana . 
4 . Enfermedad renal o h<.>p3bca (Al T >JOO UI o albúmma >2 O g/dl, creabnina >2.5 

mg/dl) . 
5 Co"°"hcaooncs neurológicas como hemorragia o lrorrbosis dentro de los dos 

anos previos . 
6 . Transfusión rcoenle . con niveles de '-noglobina A mayor a 10% 

Cntenos oxdusi6n . 
1 Osteomehbs bactenana 
2 . Accidente cerebro-vascular durante el tratamiento 
J . Alteracionas hmnillticas como soo melosupresi6n o neoplasias durante el 

tratamiento 
4 . Presencia de melo!oXJcidad definida como cuenta de neu1r6filoa < 1.5x101/I, 
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disminución de la hemoglobina total >20% de la cantidad inicial o Hb <5.0 g/dl 
y/o trombocitopenia <80 x 10•11. 

5. Muerte. 

T•m.flo ele 111 mu••tFW. 
Tres pacientes aceptaron ingresar al tratamiento. 

V•rl•b/H. 
Variables independientea 

Haplotipo. 
Tratamiento con hidroxiurea. 

Variables dependientes 
Respuesta a tratamiento. 
Hemoglobina fetal. 

Descrlpc/6n ope,.tlv.. 
Variables Independientes: 
;... Haplotipo: Grupo de alelos estrechamente ligados. que se heredan como unidad. 

Haplotipos: Presencia o ausencia de fragmentos de restricción por endonucleasas, 
asociados no al azar en la familia de genes Jlilloblnicos a lo largo de 70 kb de la 
región cromosómica 11p15.5 
Tipo de variable: cualitativa 
Escala de medición: nominal (presencia o ausencia) 

;... Tratamiento. Admmistraoón de hidrox1urea con fines terapéuticos. 
Tratamiento: Administración de hidroxiurea, inhibidor de la nbonucleótido reductasa 
y un agente citotóxico de faae eapeafica S que arresta la slnte111s de DNA, el cual se 
administró a dosia de 10 mg/kg/dla vla oral mlnimo por seis meses. 
Tipo de vanable cuantitativa. 
Escala de medición continua (m1l1gramos) 

Vanables dependientes 
;... Respuesta a tratam1enlo Proceso de evolución del padecimiento posterior a la 

administración del tratamiento 
Respueata al tratam1ento Se evaluó hemalológ1ca y dínicamonte por medio de 
vanos parametros. 
1. Número de crisis vasO-Odus.vas identificadas por cr1a1s dolorosas requinendo 

hospitalización y/o analgé51oos por vla intramuscular o intravenosa 
Tipo de vanable cuan!Jtahva 
Escala de medición· discreta 

2. Número de transfusiones sangulneas 
Tipo de variable: cuanbtatNa 
Escala de medición discreta 

3. Complicaciones &eCUndanas a vaso-oclusión como; 
Slndrome pulmonar agudo, definido como dolor tor.kioo agudo con 
infiltración pulmonar identificada por radt0grafta. 
Complicaoones neurológicas como isquemia transitona o convulsiones y/o 
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accidentes cerebro-vasculares, confirmado por el servicio de Neurologla 
por criterios dlnicos, de imagen y/o electroencefalograma. 
Priapismo definida como erección dolorosa persistente. 
Necrosis ósea por isquem1a definida como dolor en hombro o cadera con 
dano funcional y racliogmfla anormal. 
Dano renal definido como alteración funcional identificado por examen 
general do orina (EGO), qulmica sangulnea y ultrasonograma (USG) renal 

Tipos de variables: cualrtativas. 
Escala de medición: nominal (ausencia o presencia). 

4. Parámetros hematológicos. 
Hemoglobina. cuantificación en una muestra de sangro periférica (g/dl). 
Volumen corpuscular modio (fl) 
LeuCOC1tos (x 10°11) 
Cuenta absoluta de neutrófilos (x10°1l) 
Plaquetas (x1 o•m 

Tipos do variables: cuanlltatrvas 
Escala de med1c16n. conllnua 

;. Hemoglobina fetal Dpo de hemoglobina que presenta dos cadenas globlnicas alfa y 
dos gamas. que normalmente en el adulto se encuentra< 1%. 
Hemoglobina fetal Se realizó con precipitación con álcalrs y colonmotrla. 
Tipo de variable cuantitativa 
Escala de medición continua (Porcenta,e) 

Descripción genoral do/ estudio. 
Se confirmó y clasificó la gravedad de la enfermedad en un grupo de pacientes con 
cuadro dlnico de Anem1a do células falc•formes captados por los servicios de 
Hematologla de los Hospitales Regionales do Zona de Acapulco Guerrero y Poza Rica 
Veracruz, a qurenes se les tornó una muestra de sangre penférica y se procesó para 
obtener ONA genóm1co y realizó amplificación do las regiones adecuadas de la familia 
do genes beta globinrcos y la restncción para identificar haplohpos correspondientes. 
Posteriormente se rdentrficarori !os paciontos con cuadro dlnico grave de Anemia do 
célula falciformes qurenes rngresaron al esludro y se inrcio tratamiento con h1droxiurea 
por un mln11no de seis meses. previo consent1m1onto rnfmmado 
Se les dio segu1m1ento roalrzándoles examen fls1co completo. blornetrla hcmát1ca 
completa (BHC). cuanllfícaaón de HbF. Oulm1ca sangulnca. olectrohtos. pruebas 
funcionales hcptlbcas y renales para evaluar su respuesta dlnica 
Finalmente se analrzaron los resultados comparando los partlmetros cilnicos. 
hematológicos y bloqulmicos obtenidos al inicio y al final del tratamiento 

Metodologlll. 
Se captaron a todos los pacientes regrstrados con Anema de células falciforrres de 
enero def 2000 a Julto del 2001 en los HosPflales de Acapulco. Guerrero y Poza Rica, 
Veracruz Se confirmó ef dragnósllco del Anerna de células falaformes y se 
identificaron a los paaentes con cuadros graves. de acuerdo a la evaluación dlnica y 
hematológrca todos estos datos se vaoaron en una hoja de recolección (anexo 1). Esta 
evaluación consta de hi&tona dintca CQfl"C)leta. revi516n de expediente dlnico, btOmetrla 
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hemálica completa y electroforesls ácida para cuentificación y tipificación de 
hemoglobinas. También se tomó una muestra de sangre periférica para la obtención de 
DNA y análisis de haplotipos. 
Posteriormente se evaluaron los antecedentes cilnicos y hematológicos y se eligieron a 
cuatro pacientes quienes presentaron un cuadro dlnico grave (con tres o más cnsls 
dolorosas por ano), a los padres se les planteó la administración de hidroxiurea a su 
hijos, en dosis de 10 mg/kg/dla. explicándoles con detalle beneficios y efectos 
secundarios del tratamiento, al aceptar los padres firmaron una carta de consentimiento 
con los datos antes especificados (anexo 2). 
Tres de ellos aceptaron y antes de administrarles tratamiento so realizaron pruebas de 
función hepática y renal para descartar cualquier tipo de alteración en estos órganos. 
Se inició el tratamiento con htdrox1urea por un mlnimo de sois meses y se evaluó 
mensualmente por medios de exploración dlnica completa. exámenes de laboratorios 
(BHC, qulmica sangulnea, eloctrolitos, prueba de funcionamiento hepático y renal y 
cuantificación de hemoglobina fetal) 
Se realizó la extracción de DNA por ol método rutinario para el análisis de los haplot1pos 
moleculares en la familia de las bcta-globinas. arrplificando las regiones. cortando con 
enzimas de restricción especificas y postenomlOnte se observaron en geles do agarosa 
al 2% Las técnicas se describen en los (anexos 3. 4 y 5) 

Análisis ostadisUco 
Se realizó descripción de cada una de la variables estudiada en los tres paoentes 

Aspectos éticos. 
El protocolo fue aceptado por el comité de ~!Jea e Investigación del Hospital de 
Pediatria. Centro Médico Nacional Siglo XXI con el numero 2ooon16147 

En vista de ser un ensayo dlnico. et riesgo al que se someten los pacientes es mayor al 
mlnimo. por lo tanto se les adar6 por escmo y de manera independiente a cada 
membro participante. los nesgos y beneficios que este estudio los proporciona. Se 
otorgó una carta de consent1m1ento para part1opar en el ensayo. la cual fue firmada por 
los padres. cumpliendo con los ar11culos 100 y 103 que estipula la Ley General de 
Salud 

Recursos: humanos y flslcos. 
La Unidad de lnves!Jgaci6n Médica en Genética Humana. en colaboración con los 
servicios do Hcmatologla de los Hosprtales Generales de Zona de Acaputco. Gro . y 
Poza Rica. Ver. disponen del oersonal capacitado para llevar a cabo los estudios 
cilnicos y paradlnicos. asl como para su mterpretaaón y seguimiento de los paoentes 
El Laboratono do genética molecular de la Unidad de lnvestigaaón MédJCa en Genébca 
Humana. dispone de personal capaotado en el manejo de diversas metodologlaa 
moleculares y de equipo mlnimo para i""'lomentarias. como termocicladorea, slstema 
de electrofores.s, centrifugas de veloadad variable. cuarto trio. campana de nujo 
laminar. etc. 
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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 slntomas entre el sexto y doceavo mes de edad, 
en un sólo caso la Anemia de células falciformes fue un hallazgo cllnico al presentar 
una fractura de tibia y peroné. 

Peso 

59% 
nonn.i para 
eded 

Figura 3 Representa los porcentajes de peso en los 24 p;ic.entes estudiados. 
"Desviación estándar. 

Figura 4 . Representa los porcenta¡es de talla en k>s 24 pae>ente1 e1tudiaóo1 
"DesviaC16n estándar. 
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De los 24 pacientes estudiados solamente cinco presentaron hemoglobina fetal >9% y 
el resto <2%. 
En la tabla 2 se describen los hallazgos dlnícos de los 24 pacientes y en la tabla 3 se 
comparan los hallazgos dlnicos y hematológícos de pacientes con HbF elevada vs. HbF 
baja. 

Tabla 2. Hallazgos cilnicos de los 24 pacientes. 

r 
·- -- - ... - ... ---·- -

CaractariaUcaa cllnlca Número do paclontos (%) 

Transfusiones por aoo 
"2 por ano 6 (25) 

1 < 2 por ano 18 (75) 

Cnsis dolorosa por aoo 
1 

"'3 por ar'lo 4 (166) 
2 por al\o 6 (33 3) 
< 2 oor ello 12 (59) ¡ 

lnfoccionos con tx nnl1b/Ó/ICOS 
"3 por ano 12 (50) 

1 
< 3 por ano 12 (50) i 

Esplonec/omla antes do/ 1° al!o do vida 2 (6 3) 

~ 1 Episodio agudo pulmonar por ru'lo 1 (4 2) 

NocrosJs ósea por isquamia 1 (4 2) 

·-· . 
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Tabla 3. Caracterlsticas hematológicas y ciinicas de los 24 pacientes comparando a los 
portadores de HbF elevada vs HbF ba¡a. 

·-· -·--- ·--,.- - - - ----· ------ -- -
Variable Media± os· Media± OS 

Con HbF bala Con HbF olovada 

Homog/obina fo/11/ (%) o 1 13.5 j_ 5 

Nivol do homoglob1na (gldl). 8.2 ± 1 9±2 

1 Homatocnto (%) 25 6 ± 4 27 j_ 2.7 

Va/umon ( n) 93 ..t 8 91±15 

Homoglabino corpuscular med111 do (pg) 31 J_ 2 30 j_ 5 

1 LeuOOCttas x to"! 12 ± 3 9., 3 8 

Noutrófllos x WJ 56±25 4 B .t 2 1 

Crisis dolorosas par al'la 2 1 0.2 

Transfusiones por al'lo 1.3 o 
Infecciones por al'la 2 1 0.2 
.. ---· -·- ··--- ---- - - -· ·- ---- --

"O..vlaclón "!Andar. 

TRATAMIENTO CON HIDROXIUREA. 

De estos 24 pacientes cuatro tuvieron un cuadro dlnico grave caracterizándose 
pnncipalrncnte por ep1sod1os de cns1s dolorosas. pero solarnonte los padres de Iros 
pacientes aceptaron el tratamiento de sus h1¡os Dos muier~ y un 11ar6n con 98. 118 y 
144 meses de edad. paciente 1. 2 y 3 respoctrvamente El cntenos para mciuir a los tres 
pacientes fue la presenaa de tres o más cns1s dolorosns por al\o (rango 3 a 5) con 
duraa6n tJe dos horas o más. reqU1nendo analgésicos y hosp1tal1zaa6n El paaonte 3 
además presentaba necrosis ósea por isquemia en la cabeza del fémur 1zqu1erdo 

En la figura 5. se muestra la electroforesis ácida para d1ferenaar 105 d1ver~ tipos de 
hemoglobinas. ninguno de ellos tuvo hemoglobina fetal elevada. y las concentraoones 
de hemoglobma S fueron paoente 1 (97 1%). pae>ente 2 (95 8%) y paaente 3 (97 8%) 
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Figura 5. Rosuttado1 de la olodrotonisis para OJarltjÍ>Car cada tJpo do hemoglobina. 
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En la tabla 4, se muestran las caracterlsticas cllnicas y hematol6gicas durante un ano 
antes del tratamiento con hidroxiurea. 
La pruebas funcionales hepéticas antes del tratamiento: protelnas total, albúmina, 
globulina, aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa. fosfatasa alcalina, 
deshidrogonasa IActica, bihrrubma 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 función renal antes del 
tratamiento; examen general do onna (pH, densidad. protelnas. glucosa, acetona, 
hemoglobina, bihrrubina y celulas on sedimento) y qulmica sangulnea (eteatinina, 
nitrógeno uroico en sangre y eloctrolitos) se encontraron normales en los tres pacientes. 

Tabla 4. Caracterlsticas homatol6gicas y cllnicas de los pacientes antes del 
tratamiento. 

... -------- .. . .. .. --- -----· 
Variable Antes del tratamiento 

F>1··· ·r i>2 . T--p3··-

Crisis dolorosas por ano 4 1 5 ¡ 5 

1 Transfusiones POr ano 6 1 2 1 3 

I Infecciones por aoo 3 1 2 1 4 i 

1 
Hemoglobina (g/dl) 69 70 1 7 7 1 

Hernatocnto (%) 23 2 1 24 2 1 24 ! 
Volumen corpuscular modio (11) 110 66 97 1 

Homo0lob1na corpuscular media (pq) 33 1 32 30 ! 
Leucoatos x 10"! 16 7 15 3 14 7 1 

Noutrófolos x 1 O" I 65 10 1 10 3 1 ¡ Plaquetas x HY" I 531 1 377 547 
Rotoculootos (%) 17 ! 44 92 

l 1-iomogl<>t?ina f!Jlal (%}_ _ ·---- o .. o __ ¡ - _o_ -- -- ... - -----
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La tabla 5, muestra los datos dínicos y hematológicos de los tres pacientes posterior al 
tratamiento con hidrox1LXea. 
Después de seis meses (P1 y P2) y doce meses (P3) de tratamiento tros parámetros de 
laboratorio se encontraron alterados. La deshidrogenasa láctica se incrementó en los 
tres pacientes (262, 226 y 193 IUll), ta bliirrubina indirecta so 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 iniciar con el Jratam1ento y la cuenta absoluta de plaquetas se 
encontró elevada en un sólo paciente (711 x 10•11¡ 
Los estudios do gabinete realizados como parte del control y sogu1m1ento de los 
pacientes fueron tomografia axial computarizada de cerebro reportándose normal en 
los tres pacmntes. ultrasonograma abdominal se informa que el paciente 1 presentó 
cálculos biliares y el paciente 2 presentó lodo billar y los estudios radiográficos de 
columna y huesos largos so observan caracterisllcas normales. 

Tabla 5. Caracterlsticas hematológicas y dlnicas do los pacientes después del 
tratamiento 

- -

Variable 

P1 
Cns1s dolorosas o 
Transfusiones 1 

lnfocoonos o 
Hemoglobina (g/dl) 76 
Hematocnto (%) 23 
Volumen corpuscular 100 
medio (fl) 
Hb corpuscular 33 1 
media loa\ 

Leucootos " 10"1 11 7 

Neutrófllos x 1 O" I 53 
Plaquetas x 10'1 706 
Rot1culocitos (%) 13 
Homoglobcna fl?tat 12 

~L- ··-

-·----- - ------- .. ~ --- -- --· 

t ~;;.;; 1 De::1~d:1~!r~~~:.oªr ~PJ- Tt-al\o ¡ -- . 
. Pl 

1 

' 

1 

1 

1 

; 

l 

1 1 1 ! o o 1 

o 1 o o 1 o 1 

1 o o i o 
8 1 7 5 1 79 1 84 

26 1 i 24 1 22 2 ¡ 29 3 ! 

68 7 ! 89 ¡ 101 94 8 
! 

20 22 36 
1 

30 7 ! 

14 5 1 10 8 74 12 5 
72 1 64 ' 53 ' 59 1 
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HAPLOTIPOS 

Se obtuvieron los haplobpos de los tres paciente a los que se les administró tratamiento 
con hidroxiurea. dos presentaron haplot1po Bantú en forma homocigota y uno fue 
heterocigoto con haplotlpo Anibla-aaudl I Bantú A continuación se muestran los 
resultados. 

Extnicclón de ONA. 

Se estudiaron un total de tres pacientes todos onginarios de Poza Rica Veracruz 
Se obtuvo DNA a una concentración entre 100 - 200 ngi¡il y una pureza cercana a 1.8. 
La concentración y pureza obtenida es óptima pera llevar ha cabo la amplificación de 
los siete s1t1os de restricaón de la familia de genes ¡1-globlrncos mediante la reacción en 
cadena de la polirneresa (PCR) En la figura 6 se observan las bandas 
correspond1en1es al DNA que se obtuvo de glóbulos blancos Se venfica su integridad 
del producto al constatar que no existe bamdo por deba¡o de las bandas, lo que 
indicarla la degradación de áetdo nucleico 

P1 P2 P3 

--- - .. ~ 
Figura 6. Muestra laa bandas de DNA genómioo ontegro 
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Reacción en cadona do la pollmeraaa (PCR) 

Se realizaron las amplificaciones de las siete regiones de interés. según la técnica de 
Sutton44

, obteniéndose los productos de arnphficaci6n esperados (figura 7). 
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Flgur" 7. Eledmfore"'" en gel de agamaa al 2% Se observan las bandas de los productos 
¡impld1cados correspondocntes a las n>g•ones de tnterés En el camt M ~ encuentra .,1 marcador 
de peso molecular, escalera de 100 pb 
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Fragmento• de re•tricción. 
De las figuras 8 a 13, se observan los productos de amplificación y los de restrioción 
esperados con las enzimas Xmnl 5·Gy, Hindlll-Gy, Hindlll-"',. Hincll-'l'Jl, Hincll-3"1'Jl, 
Hinf./.5'Jl y Hpa/-3'11. 

P2 Pl P1 P2 PJ P1 
11 S/C-1 C-1 S/C-1 C-1 S/C-1 C-1 S/C-2 C-2 SIC-2 C-2 SJC-2 C-2 

500ph -

Flgur11 8. Eloctro!oros1s do los amphficaoonos sin cortar (SIC) y cortadas (C) con las 
enzimas 1 - Xmnl 54 y y 2 - Hmdlll-ºy. en los tres ~los (P) En el caml M so obsoNa 
el marcador do peso moloaJlar, escalera de 100 pb 

P2 PJ P1 
M SIC-3 C-3 S/C-J C-3 SIC- 3 C-J 

500pb 

Figu1'11 9. Electrolorv~s de las ampllf1CA000<1s wi cortar (SIC) y 
cortadas (C) con la enzima Hmdlll·"'r. en los tres paoentes (P) 

En el caml M se ObM><Ya el marcador do peso molecul.1r. 
esailo<a de 100 pb 
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P2 P3 P1 

M S/C-4 C-4 SIC-4 C-4 SIC-4 C-4 

500pb 

Figura 1 O. Elcctrolores.s do las nmpl1f1COC1onos 
ain cortar {SIC) y cortadas (CJ con Hincll-'l'JI En el carril M 

&n observa el marcador de peso moleQ.Jlar. escalera de 100 pb 

P2 PJ P1 
S/C·5 C-5 SiC-5 C-5 SiC-5 C-5 M 

-- 500pb 

Flguni 11. Ek.'drot0<e<•• do Lu ampM.:aoono• ~·n cOttar (SIC¡ y 
corl3da (C) con la enzima HoncJ1.3··111 En.,. camt ~muestra 

&I ma'Cad0< oo peso moJocutar "~'°'ªdo 100 pb 
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P1 P2 PJ 

M S/C-6 C-6 SIC-6 C-6 SIC-6 C-6 

369 pb 

Figura 12. Electroforesis oo las ampllf1cacsones sm cortar (SIC) y 
cortadas (C) con la .,nz1ma lfinf /.5·¡1 En el carnl M Sf! observa 

el marcador de peso molecular. e5calera de 123 pb 

P1 P2 PJ 

M SJC-7 C-7 SIC-7 C-7 SIC-7 C-7 

615pb • 

Figura 13. Eloctrotoros1s de las amplilJC."K"X>nos .,.n cenar (SiC) 
y cortadas (C) con 1.1 ~·ma Hpol-3'¡1 En el carnl MM> ot>5erva 

el marcador de P<!M molecular. fJ&ealera de 1:23 pe 
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DISCUSIÓN 

Los niveles altos de hemoglobina fetal se asocian con un curso dlnico leve en los 
pacientes con Anemia de células falciformes". Algunos pacientes con esta patologla 
tienen una predisposición genética para presentar niveles altos de hemoglobina fetal. 
(persistencia hereditaria de hemoglobina fetal); sin embargo, esta condición es poco 
frecuente ya que se encuentra en uno de cada 166,000 Individuos con Anemia de 
células falcilormes53

"'. 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 do lo informado en la literatura, sin embargo, esta variación 
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 expreSlOn de los genes gama o del locus controlador de la producción de 
células F (FCP) "'"'. requiriendo estudios futuros 

El transplante de médula Osea es el único tratamiento que hasta la fecha se considera 
curativo en paaentes con Anemia de celulas falciformes" El estudio multicéntrico 
realizado en Bólgica demostrO una sobrcvida del 93% y un 65% libres de slntornas"". 
pero el mayor obstáculo para llevar a cabo este tratamiento os La falta de hermanos o 
familiares con HLA =~alibles con los enfermos, por lo cual es necesano la búsqueda 
de tratamientos nlterna~vos que puedan modificar la enfermedad en un plazo corto o 
medio. La h1drox1urea es un farmaco ototóxico que incrementa la hemoglobina fetal, la 
que inhibo la pol1mc11zaaOn de la HbS" ". por lo que se ehgió para el presente trabajo. 

A los tres paaontes que se les administro una dosis ba¡a de hidrox1urea por vla oral (10 
mg/kg/día) d1vid1da en dos tomas. debido a la presencia de efccios adversos como 
nauseas y vómitos que desapnrooCfon al d1vld1r la dosis Las respuestas hematol~icas 
a la hidrox1urca son semc¡antes a las respuestas observada en otros estudios~ • los 
cambios en los p01centa,es de hemoglobina fetal proveen evidencia de eficacia 
hernatolOg1ca. El descenso de los leucoatos es un cambio dlnico relevante, ya que la 
leucocitoSls ha sido asoaada con mayor riesgo de con~hcaaonos vaso-odusivas 
debido a su adhesión al epHelio"·23 Otros efectos hernatolOgicos benéficos fueron 
descenso de cnsis hemolíticas e incremento de hemoglobina total. hematocrito. 
volumen corpuscular medio y hemoglobina corpuscular media. evitando asl 
transfusiones sangulneas 

Uno de los parametros que sugieren menor número de cnSls hemolltica& es la 
cuanbficaaón de b11trrubina. la Que disminuyó en los tres paoentes. Todos los 
parámetros menaonados previamente pueden considefar?.e resultados de una buena 
respuesta al tratamiento con hldroxiurea. pnnopalmente dos: la coocentraciOn de HbF y 
el volumen corpuscular medio'°. aunque la vanación del volumen corpuscular medio, ha 
sido mlnirna se debe conslderat que este fenómeno se pre5enta en otros estuchos. 
reportándose que después de ocho meses do tratarnento su elevaaón es mayor", no 
asl la hemoglobina fetal la cual se incrementa desde el pnmer mes de tratamiento y se 
pueden atnbutr a ello los efectos benéficos cllnicos más 1~ntes, ya que el número 
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de crisis dolorosas y hemollticas son Inversamente proporcionales al nivel de Hb~' y al 
número de células F, que se asocian con las respuestas en VCM, número de 
neutrófilos, de roticulocitos y otros parámetros que también contribuyen al descenso de 
las crisis dolorosas y no solamente son debidos a cambios en la Hb F43

. 

Los beneficios del tratamiento con hidroXJurea a dosis bajas se observaron por primera 
vez en el estudio realizado por Charache y cols43

., quienes administraron a 299 
individuos con Anemia de células falciformes dosis escalonadas de hidroxiurea y 
observaron quo so obtenlan los mismos beneficios con dosis bajas(< o= 15 mg/Kg/dla) 
que con la dosis máxima tolerada (35 mg/kg/dla). Sin embargo, aquellos paoentes con 
dosis máxima toleradas presentaron frecuentemente cuadros cilnicos de 
mielotoxicidadº La utilización de dosis bajas con hidroxiurea en nuestros pacientes 
fueron eficaces. presentando mejorla en el cuadro cilnico, elevación de HbF, descenso 
de leucocitos y en general mejorla en los parámetros hematológicos, además. con este 
tratamiento se disminuyó el riesgo de presentar efectos adversos como mielotoxiodad. 
Es importante senalar que ninguno de nuestros paoentes presentó datos de 
1111elotoxicidad (neutropenia o leucopenia grave y persistente) De los parámetros 
hematológicos. la trombocitos1s presentada en un paciente no se asoció a ninguna otra 
complicación 

Los haplotipos de la fam1foa do genes ¡1-globln1cos se han asocmdo con los diferentes 
grados de gravedad dln1ca en Anemia de células falc1formcs. e=to probablemente está 
dado por las concentraciones de hemoglobina fetal•" Los tres haplollpos más 
comunes en individuos con Ane1111a do células faloformes son Senegal que se asocia 
con la forma más benigna de la enfermedad. el haplollpo Benin con cuadro dlnico 
moderado y el haplollpo do la Republica de África Central (Banlú), éste i;e ha asooaao 
con la forma más grave de la enfermedad y menor respuesta al tratamiento con 
h1drox1urca" ••" En Móxico se 1nf0<ma que los haplotopos Benin y Bantú son los más 
frecuentes en las poblaciones de la costa del Golfo"". De nuestros pacientes. dos 
presentaron en forma homocigota el haplollpo Bantú. y uno fue hcterocigoto Arabia­
saudl/Bantú. este hallazgo es seme¡ante a los informados en otros estudios donde los 
cuadros cilnocos más graves presentan haplol!po Bantu••" Este haplot1po también se 
ha asociado con una respuesta pobre al tratamiento•'. sin embargo en nuestro estudio 
todos los pacientes presentaron una respuesta favorable al tratamtcnto 
Para poder confirmar la eficaoa de la hidrox1urea en nonos, y determinar las 
complicaciones de! tratamiento a largo plazo se deben realizar estudios más eictensos 

La terapia con h1drox1urea no elorntna por completo las manifestaciones dlnicas de la 
Anemia de células falciformes y su ef&Cto benéfico sólo se observa mientras se 
administre, pero demuestra la capaodad de estimular la producoón de HbF con un 
nesgo mimmo ae rnielotox1Cldaa y esto meiora el esta<lo dlnico y po< 10 tanto Ja ca11oao 
de vida de los pacientes y fallllhares, asl como una reducoón s1gn1ficativa en el numero 
y dlas de hosptlalización y sin duda d1Mninuye costos en instituoones de salud que 
bnndan atenoón a estos paoentes Sin embargo. no se debe adllllnistrar el tratamiento 
a todos los pacientes con Anemia de células falciformes. amo solamente aquellos que 
presenten un cuadro dlnico grave (donde los beneficios sean mayores a los riesgos) y 
se les debe dar seguimiento dlrnco y paradlnico estndo 

, . . . 



CONCLUSIONES. 

Tomando en consideración los datos encontrados en los 24 pacientes que se captaron 
en este estudio. podemos plantear: 

1. La frecuencia do niveles altos do 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 

2. El cuadro cllnico, es menos gravo en los pacientes con HbF elevada ~arado 
con aquellos que presentaron HbF con niveles bajos. 

Respecto al tratamiento con hidroxiurea, podemos plantear: 

1. El uso de hidroxiurea en los tres pacientes con Anemia de células falciformes a 
dosis ba¡as. mc)Or6 el cuadro dln1co presentando descenso en el numero y 
duración de crisis dolorosas, frecuencia de transfusiones y de hospitalizaciones. 

2. La hidroxiuroa corno tratamiento en los tres ninos con Anemia de células 
falciformes. fue bien tolerada y el nesgo do presentar cuadros de mielotoxicidad 
es ba¡o. 

3. Los pacientes homocigotos para el haplottpo Bantú y el hoterocigoto Bantú/ 
Arabia--5audl. respondieron favorablemente al tratamiento con hidroXJurea 

4. Se requiere estudios con mayor número do paaentes y con un seguimiento a 
largo plazo, para confirmar la eficacia de hidroxiurea y generaltzar los resultados 
a la población do pacientes ped1atncos con Anemia de células falciformes y sus 
efectos adversos que aún se desoonocen 
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ANEXO 1 
Hoj• da r.colacclón da d•toa 

Número de Familia: __ _ Número de paciente: ____ _ 

Nombre de paciente: _________________________ _ 

Edad (anos y meses): __________ _ Sexo: M F 

Talla ______ _ Peso ________ _ 

Dirección y teléfono: _________________________ _ 

Antecedentes familiares de Anemia de Células Falciformes: __________ _ 

Árbol genealógico: 

Número de familiares afectados: ______ Primer slntoma referido _____ _ 

Edad de Inicio de Ja slntomatologla (anos y meses): _____________ _ 

Cuadro dlnico con el que inicio la &intomatologla de la enfermedad: 

Número de infecciones ____ _ 
Tipo: Vlas resp;ratonas ________ Tratamento ___________ _ 

Gastrointestinales Tratamiento __________ _ 
Osteomehbs bactenana Tratamiento 
Otro llpo Tratamento-----------

Numero de transfusiones _______________________ _ 

Jl 



No de crisis dolorosas. _________ Total de hospltalización. ______ _ 
Lugar: Extremidades. _________ _ 

Espalda. ___________ _ 
Tórax. ____________ _ 
Abdomen . ...,.., __________ _ 

Tiempo de duración·--------------------------

No de crisis convulsivas. _________ Tratamiento. __________ _ 

Cirugla._,_--,...-----Esplenectomla. _________ Fecha. ________________ _ 

Otras'--------------------------------

Hospitalizaciones por Neumonla. ____________________ _ 
Hospitalizaciones por alteraciones neurológicas graves como hemorragia o 
trombosis. _____________________________ _ 
Secuelas. ___________________ , ____________ _ 

Priapismo·------------------------------

Exploración Flsica __ _ 

Exámenes de laboratono 
Electroforesis de la hemoglobina ____________________ _ 
Hemoglobina (gldl) ___ Hernatocnto(%) ___ CMH (pg) ___ VCM(fl) ___ _ 
Leue-001os (x10"ll) Neutrófilos Rebculocitos. ______ _ 
Otros 
Hemoglobina fetal(%) _____ _ 

Pruebas Funoooales hepábcas· 

Pruebas funcionales renales 

Estudios de gabinete. Rad1ografias ____________________________ _ 

Ultrasonido 

Tomografias 



ANEX02 
CONSENTIMIENTO INFORMADO. 

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

1.lnfonnaclón aobre el Htudlo. 
Se le ha invitado a participar en un estudio de investigación. Los médicos de su hijo 
han determinado que presenta una enfennedad llamada Anemia de células 
falciformes. Esta es una enfermedad causada por alteraciones en el material 
hereditario, provocando que la hemoglobina de los glóbulos roios no funcione 
adecuadamente Los glóbulos rojos son células sangulneas que transportan el 
oxigeno de los pulmones a todas las células y que deben tener una forma de disco 
bicóncavo, s1 esta forma se pierde, la célula puede octuir (tapar) los vasos 
sangulneos dando como resultado los slntomas de la enfermedad 
La hidroxiurea es un fármaco que inhibe una enzima llamada ribonudeótJdo 
reductasa; este medicamento oral aumenta la hemoglobina fetal (do bebé) en los 
glóbulos rojos que ayudan a mantener su forma normal y disminuir los episodios de 
dolor y el slndrome de tórax 
El propósito del estudio tiene fines terapéubcos y cientlficos. los resultados servirán 
para aportar nuevos conocimientos sobre la respuesta a hidrox1urea en paoentes 
con Anemia de células falaformos asl como el comportamiento en los procesos 
hereditarios 

2.Procedlmlontos. 
Su participaaón consiste en aceptar el tratamiento con ol fármaco llamado 
hidrox1urea a dosis de 1 OmgfKg/dla por 6 meses y en donar 5-1 O mi de !><ln..Jre 
perifcrica. asl como someterse a una sene de revisiones dlnicas por hematologla y 
servicios cllnicos necesarios, exámenes de laboratono y gabinete requendos 
normalmente para establecer ol diagnóstico y sus compllcaooncs de la enfermedad 
La hidroxiuroa puede provocar naus.oas. vómito e irntaciOn de la piel la que 
desaparece al disminuir la dosis 
La toma de muestra de sangre en esto estudio implican un riesgo mlnimo. que 
puede estar asociado con incomodidad. enrqoculltento o contusión en el sitio de la 
perforación de la piel, sm poner en nesgo la Vida de su hijo 

3.Beneflcloa. 
En la Anemia de células falaformcs eiuston ev1denaas de disminuir las cnsis 
dolorosa. slndrome pulmonar agudo y la transfusión sangulnea 
AJ térrnmo del estudio. el invesbgador le proporoonaré la información completa 
sobre los resultados del haplollpo obtenidos y se me notificará sobre cualquier 
procedm"ento que pudiera reabtr en beneficio de la enfermedad de su h1¡o 
En caso de que exista nesgo para alguno de sus farriliares de padeoer ~a de 
células falaformes. se realizarán los estudios al alcance del médico y de la 
insbtución para d1agnosbcar ol padeamiento Asl rrismo se proporoonara un 
asesoramiento genébco ~feto para usted y sus familiares 



4.Compllc.clo,_. 
Los efectos secundarios del tratamiento con hldroxiurea no están bien definidos. En 
estudios internacionales (Estados Unidos y Europa) de pacientes pediétricos con 
tratamiento por cinco anos con este medicamento no han presentado 
complicaciones como leucemias o cáncer. pero por ser un fármaco mielot6xico 
existe esta posibilidad de riesgo. 

5.Confldenclalldad. 
La información que se obtenga en este estudio. induyendo registros dlnicos y/o de 
hospital será tratada como privilegiada y confidencial y no será divulgada o revelada 
a ninguna persona sin su consentJmiento por escrito. 

6.Partlclpaclón I auapenalón. 
La participación do su hiJO en este estudio es voluntaria. Usted esta en libertad de 
retirar a su hijo en cualquier momento. Su decisión de rehusarse a participar o 
suspende< el ostud10 no afectará la calidad ni la disponibilidad de su atención 
médica. 

7 .Conaentlmionto. 
Una persona responsable de este estudio le ha explicado los pormenores del mismo 
y los nesgas y beneficios potenaales que esté ifr4>lica Usted a tenido la oportunidad 
de hacer preguntas. Si tiene alguna duda deberá comunicarse con las responsables 
del estudio Ora Rosenda Penaloza Espinosa y/o Dra. Eugenia Dolores Ruiz Cruz. 
AJ firmar este documento. usted accede voluntanomente a participar en el estudio. 

Lugarc _______ _ ______ Fecha-----------

Nombre del paciente 

Nombre de la Madre. _____________ F1rma ____ _ 

Nombre del Padre: _____________ Firma ______ . 

Testigo: __________________ .Firma ______ _ 

Testigo: __________________ .Firma ______ _ 
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ANEX03 

Mlttodo de ext,.cclón de DNA de mue•tra• do Hngre mediante SOS y NaCI. 

Tomar una muestra de 5 o 10 mi de sangre de un individuo y mezclarla con 500µ1 de 
EDTA al 0.5% (pH=7.6). 
Centrifugar a 3 Krpm durante 10 min. 
Tomar con pipeta Posteur lo capa de leucocitos do la interlase y pasarla a un tubo 
eppendoñ li~lo y esterilizado. 
Agregar al tubo 1.5 mi de solución de hsis de eritrocitos. mezclar vigorosamente 
hasta que se halla resuspendido la pashlla 
Centrifugar o 3 Krpm por 10 minutos 
Eliminar el sobrenadante usando vaclo. 
Repetir los posos 4.5 y 6 por Jo menos dos veces. hasta que la pastillas se 
encuentre blanca. 
Resuspender la pastilla en 886 111 de NaCJ a 5mM. agitar vigorosamente 
Agregar a cada tubo 46 111 de SOS al 10%. agitar vigorosamente. 
Adicionar 308 ¡ti de NaCI saturado a cada tubo. agitar vigorosamente. 
Centrifugar 15 rnin a 15 Krpm, transferir el sobrenadante a un nuevo tubo 
eppendoñ. 
Realizar al menos dos extracciones fen61icas (fenol-cloroformo-isoamllico; 25.24:1), 
después se trabaja con la faso acuosa. 
Precipitar el DNA con un volumen de isopropanol o dos volumenes de etanol 
Centrifugar 5 min. a Krpm. eliminar el sobronadante y lavar dos veces la pastilla con 
etanol al 70%. 
Resuspender la pasblla de DNA en 200 a 500 pi de agua desion1zada 
Almacenar el DNA a -20ºC 

Espectrofotometri• do luz ultravlotetll (UV). 

Mediante de esta técnica es posible calcular la concentrecí6n y pureza del DNA 
La longitud de onda utilizada es de 260 r¡m 

La concentrao6n se obbene tomando como baso la &iguiente rolao6n 
1 densidad 6pbca equivale a 50 119 de DNA/ml 

La pureza se obtiene Absorbanaa a 260 r¡ml absorbanoa 280 r¡m 
6pt1ma = t 8 
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ANEX04 

Técnica da RHcclón an Cadena da la Pollmaraaa. 

1. Se seleccionará la región para amplificar por medio de la elección de 
oligonudeótidos de inicio (primors) para los siete sitios de restricción por 
endonudeasas que son los siguientes: 

1). Para el sitio polimórfico Xmnl .......... región 5' del geo ºy 
AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 
AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC 

2). Para el sitio polimórfico Hindlll.. . .. r09i6n IVSll de los genes ºy I "y 
AAGTGTGGAGTGTGCACATGA 
TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 
TAAATGAGGAGCATGCACACAC 

3). Para el sitio polimórfico Hincll . región de gen '1'11 
GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 
ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 

4). Para el sitio polimórfico Hincll.. . ... región 3' del gen ~·ll 
TCTGCATTIGACTCTGTT AGC 
GGACCCTAACTGATATAACTA 

5). Para el sitio polimórfico HinO región 5' del gen 11 
CTACGCTGACCTCATAAATG 
CTAATCTGCAAGAGTGTCT 

6). Para el sitio polomórf1co Hpal .región 3' del gen 11 
TTCATACATAACAATACTCA 
GAGGAGAGCTTT ACTTCCAA 

2. Material necesarios 
• Agua desionizada 

MgCl2 50mM 
Solución amortiguadOía para la an-.>ltficación 10X. 

• Mezcla de los cuatro deox1nudeósidos a una concentración de 25 
mM 
Un par de pnmer a 20 pmoU11I 
DNA genómico 100 ng/111 
Toq DNA poltmerasa 5 U/µI 
Termociciad0t 

• Malenal plasnco. tubos eppendorl de 500µ1 y puntas desechables. 
M1ct0p1petas. 

• Microcentrlfugas 
3. Procedimientos· 

Se realizará una mczcia con todos los reactivos a excepaón del 
DNA genómico. calculando la cantidad de reactivos para un 
volumen final de 25111 
Posteriormente se colocará 1p.l de DNA 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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• Se colocarán los tubos en e! termocidador, bajo las siguientes 
condiciones: 

Desnaturalización inicial 94ºC (5 min). 

seguida de 35 ocios (a,b y e) 
a. Desnaturalización 94ºC (1 min). 
b. Alineamiento 55'C (45 seg). 
c. Extensión por 45 seg con las siguientes temperaturas 

corrospoodionlos para cada par de pnrners; 52'C para Xmnl 
5'°y, 54'C para Hindlll-cy. 58ºC para Hindlll-Ay, 49'C para 
Hincll-'l'JI. o47'C para Htncll-3'1'Jl. 48ºC para Hinf.f-5'p y 
49'C para Hpa/-3'Jl 

Extensión final de 72'C por 10 min. 

Reatrlcclón da lo• producto• de PCR con endonucleasaa. 

1. Material. 
Productos de amplificación por PCR 3 1.i 

• Agua bidestilada 5111 
Enzimas especificas 1 11' (Xmnl 5'°y, Hirxfül.cy. Hindlll-Ar. Hincll-'l'¡l, Hincll-3"1'¡1, 
Hmrl-5'1\ y Hpol-~'l\J 

• Buffer especifico para cada enzima 1 111. 

2 Procedimiento 
Se mezclan todos los materiales arnba set\alados. 

• Se agitan suavemente 
• Se incuban a 37'C por 2 hrs 

Finalmente para observar los fragmentos de restrico6n se corren electroforosls 
en geles de agarosa al 2% con bromuro de etid10 y so observa con marcadores 
de peso molecular y luz UV. 

TESIS CON 1 

FALLA DE ORIGEN i 
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Anexo 5 

Electrofore•la en gelM de agaroaa. 

1. Mat.rtal 
Solución amortiguadora T AE 1 x preparada a partir del stock 50x (Tris base 
242g, ácido acético glacial 57.1miyEDTA100 mi a 0.5 M y pH 8). 
Bromuro de etldio a una concentración de 1 µg/ml. 
Agarosa grado molecular. 
Marcador de peso molecular de 123 ó 50 ó 100 pb. 
Cámara de electroforesis honzontal 
Fuente de poder. 

2. Procedimiento 
Se prepara gel de agarosa al 2% (1g. Agarosa en 50 mi de solución 
amortiguadora). 
La mezcla se calienta on mocroondas hasta hervir. 
Una vez disuelta el agarosa completamente, se agrega 2 µI de Bromuro de 
etidlo, agitándose para homogenizar. 
Se vierte la agarosa fundida. en la plataforma de la cámara previamente 
sellada y se inserta un pemc a 3 mm de profundidad en la solución. 
Una vez que el gel haya polrmenzado de retirará el peine cuidadosamente. 
Se al'\adc a la camara de clcctrofores1s suficiente solución amortiguadora, 
hasta cubrir el gel 
Se coloca en ros pozos formados por los peines 1 a 2 ¡11 de la muestra 
mezclada con coloranlc (azul bromofenol) 
Se aphca una comento de 100 volts por aproximadamente 20 min. 
Posteriormente se trasilumma con una lampara de luz W y se toman 
fotografias mediante el programa d1g1tal. 
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