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RESUMEN

Titulo: “PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES -a3.7, --SEA, -FIL DE ALFA TALASEMIA'Y
Cd39 C>T, IVS1:110 G>A, IVS1:1 G>A, _28A>C, IVS1:5 G>A EN BETA TALASEMIA EN
PACIENTES PEDIATRICOS MEXICANOS.”

Autores: Medina-Lopez Yuliana Montserrat, Soto-Padilla Janet Margarita, Ortega-Cortes
Rosa. Hospital de Pediatria, Unidad Médica de Alta Especialidad del Centro Médico de
Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social, Guadalajara; Jalisco, México.

Antecedentes: Las anormalidades en sintesis de cadenas de globina que forman
tetrameros de hemoglobina, son de las formas mas comunes de anemias hereditarias;
al defecto en cadenas alfa se denomina a-talasemia en 1% poblacion mexicana, o -
talasemia defecto cadenas beta en aproximadamente 15% de mexicanos. Cada grupo
étnico tiene un espectro de mutaciones particular, complicando diagndstico vy
asesoramiento médico. En México los estudios que reportan las mutaciones son
escasos, en [B-talasemia en el 2004 se describen como frecuentes: Cd39 C>T, IVS1:1
G>A, IVS1:110 G>A, IVS1:5 G>A, HBD/HBB 104 kb del, 28A>C, corroborandose doce
afnos después; a- talasemia se reportan: -a3.7, --SEA y -FIL. La mutacién documentada,
presenta un papel importante en la severidad del cuadro clinico, pocos paises han
estudiado esto.

Objetivo general: Determinar prevalencia de mutaciones -a3.7, --SEA, -FIL de alfa
talasemia y Cd39 C>T, IVS1:110 G>A, IVS1:1 G>A, y _28A>C, IVS1:5 G>A en beta
talasemia en pacientes pediatricos mexicanos.

Material y métodos: Estudio descriptivo-retrospectivo; se revisaron todos los expedientes
de archivo de poblacién pediatrica de 0 a 15 afios 11 meses, referida a UMAE y atendidos
en hematologia pediatrica con diagndstico clinico y molecular completo de a y/o B-
talasemia desde enero 2010 hasta enero 2017, y que cuenten con resultado de estudios
de laboratorio (biometria hematica). Se excluiran pacientes con expediente incompleto o
con diagndstico agregado drepanocitosis o esferocitosis. Analisis de datos fue con SPSS.
Resultados: 19 pacientes cumplieron con los criterios presentaron mediana de 4 afios de
edad; 14 pacientes (73.7%) B-talasemia, 1 paciente heterocigoto a y B-talasemia, y 21%
restante a-talasemia. En B-talasemia, se encontraron 5 mutaciones, la mas frecuente fue
Ss cd 39 C>T/bA en 35.7% de los casos, seguida de 1IVS1:110 G>A /bA en 3 pacientes
(21.4%) e IVS1:1G>A/bA con la misma frecuencia; la mutacion db-tal/bA se encontré en
2 pacientes (14.2%) y la IVS1:5/bA en 1 paciente. En a-talasemia se documentaron 4
mutaciones diferentes: 1 paciente resulté homocigoto para -3.7 a/-3.7 a y el 75%
restantes heterocigotos para las mutacionesaa/--MEX4,aa/-3.7ayaa/--FIL con
una frecuencia cada una del 25%. Se encontré alteracidn heterocigota en 1 paciente con
reporte de IVS1:1G>A/bA//a a /-3.7 a.

Conclusiones: La prevalencia de las mutaciones que se reporté fue de 66.6% para el
alelo -3.7 a, 16% para el alelo —FIL y no se encontraron casos documentados de --SEA.
En beta talasemia alelo Cd39 C>T con 33.3%, IVS1:110 G>A en 20%, IVS1:1 G>A con
26.6%, IVS1:5 G>A en 6.6% del total de los alelos observados, no se documentaron
alteraciones de _28A>C. Por ser una muestra pequefia sin significancia estadistica no
es posible realizar estudios comparativos entre las mutaciones y sus indicadores clinicos,
se requieren estudios multicéntricos o estudios epidemiolégicos a gran escala.



MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

Las anormalidades en la sintesis y/o estructura de una o mas cadenas de globina que
forman los tetrameros de hemoglobina se le conoce como hemoglobinopatias, y son de
las formas mas comunes de anemias hereditarias. Se conoce como talasemia al defecto
en la produccion o sintesis de alfa (a-talasemia) o beta (B-talasemia) de las cadenas de
globina’.

Esta patologia fue descrita desde 1925 por el Dr. Thomas Cooley en una serie de casos
de pacientes pediatricos con anemia y alteraciones 6seas. Whipple en 1932 al notar que
dichas alteraciones presentan alta incidencia en el mar mediterraneo le dio el nombre de
anemia talasémica que significa “gran mar”; posteriormente se acufid el nombre de
talasemia. En 1950 se describieron las talasemias que resultan de los defectos de la
cadena a; a partir de 1970 fue de las primeras patologias en utilizar biologia molecular

para su estudio 273,

Las hemoglobinopatias, ya sea alteracion estructural o anormalidad en la sintesis, son
las enfermedades monogéneticas mas comunes a nivel mundial; segun la OMS 5-7% de
la poblacion es portadora, incluso se sabe que al afio nacen 300 a 500,000 nifios con
formas graves, de los cuales aproximadamente 60, 000 tienen alguna variante de
talasemia’- 4.

La distribucion se concentra en el llamado “cinturdn de la talasemia”, el cual se extiende
desde el este del Mediterraneo a través del Oriente Medio y la India, al Sureste asiatico

y del sur al norte de Africa’.

En el caso de B-talasemia se comenta que el 3% de la poblacion a nivel mundial cuenta
con el diagnéstico, con alta prevalencia en habitantes de Italia y Grecia, en México se
describe una prevalencia mayor al 15%; en cuanto a la a-talasemia se presenta en 1%

de la poblacion mexicana segun la poca literatura con la que se cuenta®.



SINTESIS DE HEMOGLOBINA Y SUS DEFECTOS CUANTITATIVOS.

Las hemoglobinas humanas son proteinas tetraméricas, compuestas por dos cadenas
alfa (a o ¢) y dos cadenas beta (B, v, 0 o €), produciéndose seis hemoglobinas normales;
a partir de la etapa postnatal se encuentran presentes la Hemoglobina Fetal (Hb F
formada por las cadenas azy2) y las dos hemoglobinas del adulto (Hb A formada por a2
B2y HbA2 se describe a2 2) (Fig 1) °.

Hemoglobinas (embrionarias) Hemoglobinas (% al nacimiento) Hemoglobinas (% en el adulto)
Gower 1 {y=, HBF agy, (75) Hb& amfi; (37)
Portland 1 {3y, Hid a,B, (25) HbA,; axb, (2,5)

Gower 2 a,e, HBF amys (= 1)

50|,

Sintesis de las cadenas de globina (%)

Embridn Feto Macimiento & meses Adulto
Saco vitelino +Higado Médula dsea

Fig 1. Sitio de hematopoyesis en las diferentes etapas del desarrollo, asi como sintesis
y expresion de cadenas de globina durante las etapas gestacionales y postnatales.

Las talasemias se dividen segun la cadena de globina reducida o afectada,
denominandose [B-talasemia al dafo en los genes que codifican las cadenas beta
situados en 11p15.5 o a-talasemia al defecto génico en el loci 16p13.3 con alteracién en

las cadenas alfa (Fig 2) ""°.
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Fig 2. Organizacion y estructura cromosomica de los genes de a y (B globina.

Un individuo hereda dos genes B (genotipo B / B) y dos genes a en cada cromosoma

reportandose como genotipo normal a a/ a a "',

Una caracteristica importante es que la produccién de alfa y betaglobina estén siempre
en equilibrio, es decir la relacion entre las cadenas independientemente de la etapa de
desarrollo del individuo, debe permanecer; incluso desde 1966 Nathan y Gunn, describen
como regla general que el grado de desequilibrio se relaciona con la severidad del cuadro
clinico, y en la actualidad se sabe que la mutacion genética encontrada también presenta
un papel muy importante 213,

Los diferentes defectos a nivel molecular, aunque pudieran parecen iguales desde el
punto de vista clinico a nivel genético son heterogéneos, radicando en este punto la

importancia del diagndstico completo.

FISIOPATOLOGIA Y CUADRO CLINICO EN TALASEMIA.

El cuadro clinico observado es el resultado de la produccion no balanceada de las
cadenas de globina y la subsecuente reduccion en la produccién de hemoglobina, lo que
causa eritrocitos microciticos con un volumen corpuscular medio bajo (VCM <80 fL) e
hipocrémicos (Hemoglobina corpuscular medina HCM< 27 pg) con daio en la superficie
por precipitacion de cadenas de globina, provocando muerte prematura de hematies por
hemodlisis extravascular y eritropoyesis ineficaz, con anemia como resultado final en

algunos casos (Fig 3) 71114,
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Fig 3. Fisiopatologia de las talasemias*

El desequilibrio de la sintesis de cadenas de globina provoca la precipitacion de las
cadenas no apareadas en los eritrocitos danando la superficie y produciendo destruccién
intra o extravascular, asi como la muerte prematura conduce a eritropoyesis ineficaz;
siendo estos los dos mecanismos causantes de anemia.

*Con modificaciones agregadas.

La severidad de la anemia puede variar desde anemia leve, hasta casos con
dependencia a trasfusiones. La forma clinica mas severa se observa cuando hay
afeccion en ambos genes o llamado estado homocigoto, donde los pacientes presentan
complicaciones en diversos organos por hematopoyesis extramedular, asi como por

depdsito de hierro 516,
LAS DIFERENCIAS EN TALASEMIA
Existen diferencias relevantes entre a-talasemia y B-talasemia, aunque se trate de la

misma patologia de base; tal es el caso de la nomenclatura, donde se ha designado una

connotacion dependiendo de la afeccion en los genes:



-B-talasemia se describe BA al gen normal, B* cuando hay una deficiencia del 10-
50% de la produccion de la cadena B, y B° cuando la mutacién provoca la ausencia en la
produccion de la cadena globinica.

-En a-talasemia cambia por los genes heredados, denominandose a* (6 — a),
cuando hay una delecién de un gen a en un cromosoma, y en el caso del haplotipo a® (6

- -) es cuando hay delecion de ambos genes en un cromosoma 71417,

A lo largo de la historia tanto en a como B- talasemia se han dividido en sindromes
clinicos dependiendo de los genes afectados, logrando simplificar su estudio y
descripcion:

-Se divide en B-talasemia menor (B*/BA, BY/BA, dB%BA) o estado heterocigoto
presentando datos clinicos leves por la presencia de un gen normal, se observa anemia
hemolitica leve, microcitica e hipocrémica; B-talasemia mayor (B*/B*, B*/B° B/B°) o
estado homocigoto por la afeccion de ambos genes, clinicamente con anemia grave que
conduce a la dependencia de trasfusiones; B-talasemia intermedia con sintomas de
gravedad entre las otras dos; y un estado portador asintomatico.

-En el caso de a-talasemia se distinguen cuatro sindromes clinicos, portador
asintomatico incluso con parametros hematoldgicos normales (- a/a a); menor estado
clinico causado por formas homocigotas (- a/- a) o heterocigotas (a% a a) son pacientes
asintomaticos con manifestaciones leves por laboratorio; enfermedad por Hemoglobina
H es causada por un solo gen en ambos cromosomas que produce cadenas a (- -/- a)
presentando anemia hemolitica moderada con microcitosis e hipocromia importante, con
requerimientos escasos de trasfusiones; Hb Bart son pacientes con a° homocigota,
presentando 4 cadenas y, presentan anemia grave, es letal, ya que los nifios nacen
muertos o mueren horas después de nacer’-417,

Estos sindromes clinicos son de gran utilidad clinica en la orientacion médica de los
estados homocigotos o heterocigotos, sin embargo, no se relacionan con la mutacion

que pudiera presentar el paciente 71417,



DIAGNOSTICO DE TALASEMIA

Para el diagnostico son importantes diferentes aspectos, como los antecedentes
individuales y familiares, asi como examen fisico detallado.

Dentro de los estudios de laboratorio el hemograma completo o biometria hematica es el
primer estudio seroldgico a solicitar, donde podemos encontrar una amplia variedad de
alteraciones, principalmente se caracteriza por la presencia de conteo de eritrocitos
elevado con hipocromia y microcitosis, con o0 sin anemia; también hay reticulocitosis
como resultado de la eritropoyesis ineficaz.

En el frotis de sangre se pueden observar diversas formas en el eritrocito, como
eritrocitos fragmentados secundario a hemolisis, microcitosis, poiquilocitosis, dianocitos,
punteado basdfilo incluso eritrocitos nucleados por el alto recambio celular.

Otros estudios complementarios que ayudan al diagndstico, son la cuantificacién de Hb
A2 y/o Hb F, las cuales se encuentran elevadas usualmente en B-talasemia o en el caso
de oB-talasemia donde existe elevacion importante de Hb F no asi Hb Az; estas pruebas
pueden ser realizadas por diferentes métodos como son electroforesis en gel y

cuantificacion por cromatografia’-14.

ESTUDIO MOLECULAR

Los métodos de clonacion molecular y secuenciacion del DNA han ayudado a la
revelacion multiples defectos genéticos. En el caso de talasemia, se comenta su inicio a
partir de 1970, cuando fue aislado el RNA mensajero de los reticulocitos de individuos
sanos y enfermos, seguido del descubrimiento del desbalance cuantitativo en las
cadenas de globina caracteristico en a y B-talasemia; posteriormente el descubrimiento
de la técnica de PCR (reaccion en cadena de polimerasa) ayudo a revolucionar en esta
patologia, ya que mutaciones tan pequenas como de 2 kb o incluso deleciones se han
logrado diagnosticar, dicha técnica se ha utilizado por cerca de 30 afos, revelando
cientos de mutaciones en a vy B-talasemia. En la actualidad el analisis de DNA ha
facilitado el diagnéstico prenatal desde el primer trimestre de embarazo por la deteccidn
directa del DNA fetal '8,



Los defectos genéticos mas frecuentes que causan alteracion en la produccion de una
cadena de globina son mutaciones puntuales en un unico nucledtido, pequefas
inserciones o deleciones, o grandes deleciones. En el caso de p-talasemia las
mutaciones puntuales en el grupo génico de dicha globina son el tipo mas frecuente;
mientras que para a-talasemia las deleciones grandes son el defecto genético
predominante, y menos frecuente las mutaciones puntuales 7-'4.

Debido a la mezcla de portadores de hemoglobinopatias (a o B- talasemia), puede ocurrir
una variedad de mutaciones y sus interacciones complicando el diagnostico clinico y el
asesoramiento médico, por tanto, es de gran importancia combinar el curso clinico y los

defectos moleculares 6.

Cada grupo étnico presenta un espectro de mutaciones particular, incluso algunas son
unicas a una region especifica; en el caso de México los centros que han reportado el
espectro de mutaciones en talasemia, son muy escasos; encontrandose en bases de

datos un maximo de 5 referencias sobre espectro génico de talasemia en nuestro pais.

En el 2004 se estudiaron a 54 individuos mexicanos con diagnostico de B-talasemia y se
encontraron que las mutaciones mas frecuentes, documentadas en el 78.3% fueron 6
diferentes: HBB:c. 118C>T (Cd39 C>T), HBB:c. 92 + 1 G>A (IVS1:1 G>A), HBB:c.93-21
+110 G>A (IVS1:110 G>A), IVS1:5 G>A, HBD/HBB 104 kb del, y _28A>C. Doce afos
después algunas de estas mutaciones se vuelven a documentar por De la Cruz Salcedo
y cols. como las mas frecuentes en la poblacién mexicana, agregando &B-talasemia a la
lista & 19.

En el caso de a- talasemia, en el 2006 Virgina Reyes y cols. estudiaron 48 pacientes
mexicanos con talasemia de los cuales 22.9% se reportaron con diagndstico de a-
talasemia documentando solamente 2 alelos diferentes: — a3’ y a"" (-a) en la poblacion
estudiada. Mas tarde, en el 2016 en un estudio realizado en poblacion mexicana se
reportan 35 pacientes con 7 alelos diferentes: 3 mutaciones por delecion
g.34164_37967del3804 (-a3.7), g.26264 _45564del19301 (--SEA),
g.11684_43534del31851 (-FIL), - -Mex1 (6.8-8.9 kb) y - -Mex2 (77.6—135.7 kb); un alelo



no delecional HBA2:c.95 + 2_95 + 6delTGAGG (a2IlVSI(_5nt)), y un alelo triplicado

(aaaanti3.7) 68,

Actualmente se sabe que la mutacion genética documentada en un paciente, aparte del
diagndstico molecular, también presenta un papel muy importante en la severidad del
cuadro clinico, aunque pocos paises han estudiado esta relacién; incluso en México no
existe ningun estudio al respecto’?.

Se ha documentado en algunos paises como es el caso de Grecia, donde Stefanis L.
estudio el fenotipo hematologico en 55 pacientes portadores de 3 mutaciones de [3-
talasemia (IVS1:110 G>A, IVS1:6 T>C y Cd39 C>T) en estado heterocigoto, reportando
niveles estadisticamente significativos de Hb F en la mutacién Cd39 C>T mayores al
resto de las mutaciones 2°.

En el 2011 se publicd un estudio por Supawadee Yamsri y cols. en 849 pacientes del
noreste de Tailandia, donde se reportaron 17 mutaciones causantes de B-talasemia en
estado heterocigoto; encontrando en la delecién 3.4kb niveles mayores de VCM, HCM y
HB F que en el resto de las mutaciones?.

En América Latina existen pocos estudios que comentan sobre el fenotipo hematoldgico,
en América del Sur es donde se ha documentado; uno de ellos es en Argentina donde
se estudiaron 99 pacientes con B-talasemia donde presentaron 6 mutaciones diferentes,

encontrandose diferencias levemente significativas en los valores de HCM 22,

10



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las hemoglobinopatias son las enfermedades monogéneticas mas comunes a nivel
mundial; en México los defectos cuantitativos en la hemoglobina tienen una prevalencia
calculada elevada, sin embargo, la informacién sobre este tema es muy limitada incluso
la epidemiologia de estas patologias se desconoce con exactitud.

Se cuenta con pocos estudios en México sobre la prevalencia de las mutaciones tanto
en alfa como beta-talasemia, incluso no existe literatura que comente sobre los
indicadores clinicos de estos pacientes; en nuestro hospital no se tiene documentado la
cantidad de pacientes que cuentan con este diagndstico, a pesar de que es un centro de
referencia del occidente del pais.

Estos datos ayudarian a enfocar el estudio molecular desde las primeras visitas al

consultorio médico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Cual es la prevalencia de las mutaciones -a37, --SEA, -FIL de alfa talasemia y Cd39

C>T,IVS1:110 G>A, IVS1:1 G>A, y _28A>C, IVS1:5G>A en beta talasemia en pacientes

pediatricos mexicanos?
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JUSTIFICACION

Talasemia se conoce al defecto en la produccion o sintesis de a o B de las cadenas de
globina, con una prevalencia en México aproximada de 1 hasta el 15% dependiendo del
defecto del que se trate.

Cada grupo étnico presenta un espectro de mutaciones particular, incluso algunas son
unicas a una region especifica; en el caso de México los centros que han reportado el
espectro de mutaciones en talasemia son pocos, hasta el momento no se conoce en
nuestro centro médico.

La importancia en el diagndstico completo radica en que los defectos a nivel molecular
son ampliamente heterogéneos; y en la actualidad se sabe que no solo el estado
homocigoto o heterocigoto del paciente tiene un papel importante en el cuadro clinico,

sino también la mutacién especifica encontrada.

Magnitud:

Las hemoglobinopatias, ya sea alteracion estructural o anormalidad en la sintesis, son
las enfermedades monogéneticas mas comunes a nivel mundial; segun la Organizacién
Mundial de la Salud 5-7% de la poblacion es portadora.

En el caso de B-talasemia se comenta que el 3% de la poblacién a nivel mundial tiene la
enfermedad; en México se calcula una prevalencia mayor al 15%; en cuanto a la a-
talasemia se presenta en 1% de la poblacién mexicana; sin embargo, la epidemiologia
de los estados portadores no se conoce.

En la UMAE Hospital de Pediatria es un centro de referencia para siete estados de la
republica mexicana; aunque es una patolgia que se observa con frecuencia no se cuentan
con datos epidemioldgicos concretos, por lo que es indispensable saber la prevalencia, asi

como la variabilidad en los genotipos e incluso los datos clinicos de los pacientes.

Trascendencia:
Este estudio es el primero en realizarse en un hospital de referencia, por lo que este
conocimiento sentara un precedente y servira como referencia para mejorar la calidad de

atencion del paciente con Talasemia.

12



El saber las mutaciones mas frecuentes en nuestra poblacion, asi como los datos clinicos
caracteristicos en cada una, pudiera ayudar a realizar el estudio molecular enfocado con

un presupuesto menor.

Factibilidad:

El servicio de Hematologia del Hospital de Pediatria de CMNO, es un centro de referencia
del pais que incluye 7 estados de la republica, a donde son referidos pacientes con
sospecha de talasemia para su valoracion, estudio genético y seguimiento.

Contamos con personal médico con la habilidad, capacitacién y experiencia que se
necesita para la sospecha clinica, estudio y tratamiento de estos pacientes; ademas el
personal de laboratorio capacitado, instalaciones y equipos de diagnodstico que se
encuentra dentro de la institucidn, capaces de realizar el procesamiento adecuado de las
muestras; y con apoyo del centro de investigacion biomédica se realizan estudios
moleculares completos para el diagndstico preciso del paciente.

Este estudio no implico costo adicional para la institucion ni para el servicio de
Hematologia, ya que ante la sospecha de un paciente con talasemia se le realiza

protocolo de estudio completo incluyendo estudios genéticos.

Vulnerabilidad:

Por ser un estudio retrospectivo, esta sujeto a la disponibilidad de la informacion que se
encuentre en el expediente clinico, lo cual implica la omisién del reporte de ciertos
parametros.

Aunque la muestra es la cantidad completa de pacientes de la unidad, no resulté
estadisticamente no significativa, limitando lo resultados a solo validez interna pero no

son extrapolables a poblacion abierta.
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HIPOTESIS

No requiere de hipotesis por tratarse de un estudio descriptivo.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de las mutaciones -a3.7, --SEA, -FIL de alfa talasemia y Cd39
C>T, IVS1:110 G>A, IVS1:1 G>A, y _28A>C, IVS1:5 G>A en beta talasemia en pacientes

pediatricos mexicanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar la frecuencia de a-talasemia y B-talasemia en la poblacién pediatrica
de la UMAE Hospital de pediatria CMNO.
2. Describir los parametros de laboratorio de la biometria hematica (Cantidad de
eritrocitos, Hemoglobina, VCM, HCM) y deshidrogenasa lactica, e indicadores
clinicos como numero de transfusiones presentes al momento del diagnéstico y

en el seguimiento.
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MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio:

Descriptivo-retrospectivo.

Universo de trabajo:
Poblacién pediatrica con rango de 0-15 afios 11 meses de edad, referida a la unidad de

tercer nivel en la que se establecié el diagndstico completo de a-talasemia o B-talasemia.

Lugar de estudio:

Hospital de Pediatria, Unidad Médica de Alta Especialidad, Centro Médico Nacional de
Occidente, del Instituto Mexicano del Seguro Social; en Belisario Dominguez 735, Colonia
Oblatos, Guadalajara, Jalisco, Teléfono 36170060.

Temporalidad:

Una vez obtenida la aprobacién por parte del Comité de Etica y Comité de Investigacion
del hospital, se revisaron expedientes clinicos y estudios de laboratorio de la totalidad de
los pacientes pediatricos con diagnéstico molecular de o-talasemia o B-talasemia,

valorados desde enero 2010 hasta enero 2017 en el hospital de pediatria CMNO.

Tamano de la muestra:

No se realizé calculo muestral ya que se incluyeron a los pacientes que presenten
diagndstico de a-talasemia o B-talasemia desde 0 afios hasta 15 afios 11 meses de edad,
que cumplieron con los criterios de seleccion requeridos, en el periodo comprendido de

enero 2010 hasta enero 2017.

Tipo de muestreo:
No probabilistico, por conveniencia de casos consecutivos.
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CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:
e Pacientes pediatricos con rango de 0-15 afos 11 meses de edad, atendidos por lo
menos en una ocasioén en el servicio de Hematologia Pediatrica del CMNO.
e Pacientes con reporte de estudio molecular de a-talasemia o -talasemia.
e Pacientes que tengan resultado de estudios de laboratorio de interés (biometria

hematica) de por lo menos en una ocasion en el expediente.
Criterios de exclusidn:

e Pacientes que no cuenten con expediente clinico completo.

e Pacientes con diagnéstico de agregado de drepanocitosis o esferocitosis.

16



DESCRIPCION OPERATIVA DE VARIABLES

VARIABLE DEPENDIENTE:

e Estudio genético de a-talasemia o 3-talasemia

VARIABLE INDEPENDIENTE:
e Sexo del paciente
e Edad

VARIABLES INTERVINIENTES:
e Hemoglobina
e Volumen Corpuscular Medio
e Hemoglobina Corpuscular Media
e Cantidad de Eritrocitos
e Deshidrogenasa Lactica

e NuUmero de Trasfusiones
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Sexo

Edad

Estudio
genético a-
talasemia o B-
talasemia

Hemoglobina
(Hb)

Volumen
Corpuscular
Medio (VCM)

Hemoglobina
Corpuscular
Media (HCM)

Cantidad de
eritrocitos

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Divisién del género
humano en dos
grupos, mujer u
hombre

Condicion
aceptada como
hombre y mujer

Tiempo transcurrido Afios cumplidos

en anos a partir del
nacimiento

Provee informacion
acerca de los genes
de una persona y de
Sus cromosomas,
identificando
mutaciones en el
genoma

Proteina de
estructura
cuaternaria
presente en los
eritrocitos, que
permite el
transporte de
oxigeno vy el
intercambio
gaseoso con
diéxido de
carbono en los
tejidos
Descripcion
morfoldgica del
tamano de los
glébulos rojos

Medida de
concentracion de
hemoglobina
contenida en

un glébulo rojo

Proporcion de
glébulos rojos que
tiene un individuo

desde el
nacimiento hasta
el diagndstico
Estudio de
mutaciones a-
talasemia o B-
talasemia

Cuantificada por
métodos
automatizados
durante el analisis
en la biometria
hematica,
calculando los
gramos de esta
proteina en un
volumen
determinado

Cuantificada por
métodos
automatizados
durante el analisis
de la biometria
hematica
Calculada
dividiendo la masa
total de la
hemoglobina por
la cuenta total de
glébulos rojos
Calculada por
métodos
automatizados
durante el analisis

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
continua

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

1= Femenino
2= Masculino

En afos

1= Sl
2=NO

Gramos/decilito
(g/dL)

Femtolitros (fL)

Picogramos (pg)

millones/mm3
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Deshidrogenasa
Lactica (DHL)

Trasfusiones

Enzima presente
en casi todos los
tejidos del cuerpo,
esta
principalmente
involucrada en la
produccion de
energia, dafo y
ruptura celular.
Transferencia de
sangre o
componentes
sanguineos de un
sujeto (donante) a
otro (receptor).

de la biometria

hematica

Cantidad de Cuantitativa
enzima en la continua
sangre, valor

normal en pediatrie

es 150-500 U/L

Transfusion de Cuantitativa
concentrado discreta

eritrocitario referidc
en la nota del
expediente clinico.

Unidades/Litro
U/L

1,2,3....
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DESARROLLO DEL ESTUDIO

Previa autorizacion correspondiente del personal indicado, se tomaron los expedientes que
se encuentran en archivo de esta instituciéon Hospital de Pediatria UMAE CMNO, que
cuenten con el diagnostico de base a-talasemia o B-talasemia, donde se especifique el
diagnostico, resultado del estudio molecular y estudios de laboratorio con los que cuente
el paciente y la evolucion durante su seguimiento en nuestro servicio.

No se requirié autorizacion o consentimiento informado para revisién de expedientes.

Primera fase: recopilacion de los datos del archivo clinico (hombre completo, seguro social,

edad, etc), de los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion.

Segunda fase: Se obtuvieron del archivo clinico de la UMAE de Pediatria, los datos del

expediente clinico de los pacientes utilizando la ficha técnica de recoleccion de datos.

Tercera fase: Se realiz6 el analisis de las variables mediante programa estadistico SPSS,

los resultados fueron expresados en forma de graficas, tablas y redaccion.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El trabajo de investigacion que se llevd a cabo, se sujetd a los comités locales de
investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social, asi como a la Ley General de Salud
de los Estados Unidos Mexicanos en Materia de Investigacion en Salud, en relacion a los
aspectos éticos de investigacién en seres humanos, apegandose completamente a los
articulos 13,14, 16, 17, 18 y 23 entre otros. Dicha investigacion, de acuerdo al articulo 17
de esta Ley, es considerada como tipo I, investigacién sin riesgo, en la cual no se realiz6
intervencion alguna, ni interaccion directa con los pacientes, unicamente la recoleccion de
informacion de expedientes clinicos.

Esta investigacion no requiri6 de consentimiento bajo informacion, debido a lo expresado
anteriormente. Dentro de las consideraciones éticas se respetd en todo momento
lineamientos importantes, como lo son el anonimato y la confidencialidad a los que tienen
derecho los pacientes.

El estudio esta respaldado por las premisas de investigacion internacional establecidas en
la declaracién de Helsinki. El protocolo fue sometido al comité local de investigacion

interinstitucional para su autorizacion.

Confidencialidad:

Los datos obtenidos de cada uno de los participantes fueron y seran utilizados unica y
exclusivamente para la realizacién de la presente investigacién, asegurando que los
pacientes no podran ser identificados en las presentaciones o publicaciones que deriven
del estudio, y los datos respecto a su privacidad seran tratados de una forma confidencial.
Todos los datos obtenidos fueron y seran utilizados para brindar conocimiento, con la

finalidad de mejorar el abordaje diagndstico de esta patologia.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para analisis descriptivo se utilizaron frecuencias absolutas y porcentajes, asi como
media o medianas con desviacion estandar o limites.

La base de datos se realizé en Excel 2015, y los datos recabados fueron capturados en el
paquete estadistico Statistical Package for Social Sciences para Windows (SPSS version

23.0).
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RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

RECURSOS HUMANOS

Investigador principal y asociado con experiencia en la realizacion de protocolos, tesis y
en la recoleccién de informacion.

Tesista es un médico residente cursando el segundo afo del curso de especializacion
en hematologia pediatrica, quien realizé recoleccion de informacion.

Investigadores asociados, revisores, lectores y doctores en genética.

Personal archivo y laboratorio.

RECURSOS FiSICOS Y MATERIALES

Instalaciones de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital.
Hoja de recoleccion de datos elaborada por los investigadores.
Equipo de computo y programa estadistico.

Boligrafos, lapices, fotocopias, impresora y tinta de impresién.

RECURSOS FINANCIEROS

Los gastos derivados de la presente investigacion, quedaron a cargo del investigador
principal, asociado y tesista sin generar ningun costo para la institucion donde se realizo.
La realizacion del presente estudio no requirié de recursos adicionales, agregados a la
elaboraciéon del manuscrito de tesis derivado de la investigacion, los cuales fueron a

cargo del tesista.
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EXPERIENCIA DEL GRUPO

La Dra. Janet Margarita Soto Padilla investigadora principal cuenta con un posgrado en
hematologia pediatrica; con mas de 12 afios de experiencia en el tema a tratar, incluso
ha sido invitada como ponente en congresos nacionales para compartir su experiencia

en el tema; actualmente labora en el servicio de hematologia en el hospital de pediatria.

La Dra. Rosa Ortega Cortes pediatra adscrita a la unidad, encargada del servicio de
ensefanza cuenta con posgrado en investigacién; amplio conocimiento en la realizacion
de protocolos de investigacion, presentacion en foros de investigacion a nivel nacional y
publicacién de trabajos en revistas cientificas; asi como apoyo en tesis a multiples

meédicos.

La Dra. Yuliana Medina Lépez concluyd estudios de pediatria en el 2016 con titulo
emitido por la Universidad de Monterrey, y actualmente se encuentra cursando el 2do
afno de la subespecialidad de hematologia pediatrica en la CMNO Hospital de pediatria

avalada por Universidad Nacional Autonoma de México.
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RESULTADOS

Se encontraron 23 expedientes clinicos completos de pacientes pediatricos atendidos en
el servicio de hematologia pediatrica desde enero 2010 a enero 2017 de CMNO HP con
diagndstico a y B-talasemia, de los cuales se excluyeron 4 pacientes por presentar rasgo

heterocigoto con drepanocitosis o esferocitosis.

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

Se incluyeron 19 pacientes que cumplieron con los criterios del estudio, con un rango de
edad de 1 a 11 afios, con una mediana de 4 afos, de los cuales 7 (36.8%) fueron del
sexo masculino, y 12 (63.2%) del femenino. El diagnéstico de 14 pacientes (73.7%) fue
B-talasemia, 1 paciente heterocigoto para a y B-talasemia, y el 21% restante con a-

talasemia (Fig 4).

Género
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B-talasemia o-talasemia B-talasemia//a-talasemia
B Femenino Masculino

Fig 4. Distribucion por género de los pacientes estudiados.

En el estudio molecular de los pacientes con B-talasemia, se encontraron 5 mutaciones
distintas, la mas frecuente fue a/bA en el 35.7% de los casos, seguida de IVS1:110 G>A
/bA en 3 pacientes (21.4%) e IVS1:1G>A/bA con la misma frecuencia; la mutacion db-

tal/bA se encontré en 2 pacientes (14.2%) y la IVS1:5/bA en 1 paciente. En el caso de a-
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talasemia se documentaron 4 mutaciones diferentes entre los cuales 1 paciente resultd
homocigoto para -3.7 a/-3.7 a 'y el 75% restantes fueron pacientes heterocigotos para las
mutaciones aa/--MEX4,aa/-3.7ayaa/--FIL con una frecuencia cada una del 25%.
Se encontrd con alteracion heterocigota para ambas talasemias reportandose el estudio
molecular con IVS1:1G>A/bA//a a /-3.7 a (Fig 5).

Mutaciones en talasemia

IVS1:1G>A/bA//aa /-3.7 a
aa/--FIL
aa/3.7a
aa/--MEX4
.-3.7a/-3.7a
IVS1:5/bA I
db-tal/bA I
IVS1:1G>A/bA I
IVS1:110 G>A / bA I

Sscd 39 C>T/bA |
0 1 2 3 4 5 6

M (B-talasemia a-talasemia B-talasemia//a-talasemia

Fig 5. Distribucion de pacientes segun el resultado de estudio molecular.

INDICADORES CLIiNICOS EN A O B-TALASEMIA SEGUN LA MUTACION

En el caso de B-talasemia se observaron en los parametros clinicos, principalmente en
la biometria hematica variaciones importantes, como es el caso de la mutacion Ss cd 39
C>T/bA, que es la mutacién mas frecuente, se documentaron medianas en hemoglobina
de 11 g/dL, a diferencia de la mutacién IVS1:1G>A/bA donde se encontrd de 10.2 g/dL.
En el caso de la mutacion IVS1:110 G>A / bA se observa una mediana en volumen
corpuscular medio de 65.3 fL, no asi el caso de IVS1:1G>A/bA con resultado de 58.4 fL.
En db-tal/lbA se observaron valores mayores en Hb F con una mediana de 9.25%
comparado a el resto de las mutaciones en esta patologia, con resultados maximos de

3.65%. En ningun paciente se documenté transfusiéon de hemoderivados (Tabla 1).
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Cantidad HB VCM  HCM DHL HBF B* HBFS* HBA;

eritrocitos [g/dl] [fL] [pg] [U/L] [%] [%] [%]

[millones/mm?]

IVS1:110 G>A / bA 5.8 (5.4) 119 65.3 20.3 550 3.33 3.65 54
(2.4) (3.2) (0.6) (60) (3.76)  (2.83) (0.26)

Ss cd 39 C>T/bA 6(1.1) 11.0 59.6 18.2 542 2.55 2.37 4.27
(1.6) (3.7) (0.8) (91) (1.69) (0.91) (1.99)

db-tal/ba 5.2 (0.4) 10.5 60.8 20.0 5115 9.25 9.9 2.5
(0.2) (6.4) (2.1) (319) (49) (3.45) (0.66)

IVS1:5/bA 6.1 (0.18) 11.3 60.3 18.5 551 2.24 2.5 4.65

(0.3) (2.3) (0.4)

IVS1:1G>A/bA 5.7 (0.4) 10.2 58.4 18.0 3.65 4.0 4.3

(0.5) (1.3) (1.1) (2.61) (2.88) (1.9)

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las mutaciones de (-talasemia.
Valores en mediana (rango) y valores absolutos.

[ 1 Unidad de medida.

* Por método de Betke-Serjeant.
*Por método de Singer-Schroeder.

Para a-talasemia se observa un VCM y HCM menor en la mutacién a a/ - -FIL con una

mediana de 58.1 y 18.9 respectivamente. En el estado heterocigoto para ambas

talasemias (IVS1:1G>A/bal//a a /-3.7 a), se hace notar Hb Az elevada. No se documento

trasfusion de hemoderivados (Tabla 2).

Cantidad VCM HCM DHL HBFB* HBFS* HBA;
eritrocitos [g/dl]  [fL]  [pg] [u/L] (%] [%] [%]
[millones/mm3]
12.8 721 223
-3.7a/-3.7 a 5.7 (0.18) (0.8) (16) (0.5) 638 1.77 1.61 2.1
11.4 63 19.7
aa/--MEX4 5.8 (0.23) 06 (17) (02) 231 222 24
10.9 74.7 24.6
aa/-3.7a 4.3 (0.86) 27)  (45) (1.4) 774 4.25 4.32 2.08
109 58.1 18.9
aa/--FIL 5.9 (1.41) (28) (7.1) (13) 2.53 2.37 2.69
11.6 59.1 19
IVS1:1G>A/ba//aa/-3.7 a 6.0 (0.67) (12) (55) (0.7) 1.25 1.96 5.45

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las mutaciones de a-talasemia y estado
heterocigoto (B-talasemia//a-talasemia.
Valores en mediana (rango) y valores absolutos.

[ 1 Unidad de medida.

* Por método de Betke-Serjeant.
*Por método de Singer-Schroeder.
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DISCUSION

Se tiene documentado por estadisticas nacionales e internacionales que la prevalencia
en talasemia va de 3 al 15% en B-talasemia y en o-talasemia es alrededor del 1%;
proyectandose en un hospital pediatrico de referencia para siete estados de la republica,
una cantidad de pacientes importante, sin embargo la muestra fue de 23 pacientes en un
periodo de siete afios, considerandose no significativa para realizar estudios
epidemioldgicos de alto impacto, pero es poblacion considerable; esto debido a que en
el 2004 el centro a nivel nacional que mas estudios genéticos realiza en esta patologia,
reportd en el mismo lapso de tiempo una cantidad 54 pacientes; es importante tener esto
en cuenta para investigaciones posteriores sobre esta patologia, considerando realizar
estudios multicéntricos para incrementar la cantidad de pacientes estudiados 62,

En el estudio la relacion B-talasemia:a-talasemia es de 3.5-3.75:1, la cual esta dentro de
lo esperado con los datos de prevalencia que se cuenta®.

El estudio molecular es el diagnostico mas preciso para las alteraciones monogenéticas,
Aproximadamente desde 1991 Economou EP junto con un grupo de cientificos en
genética identificaron 16 genes de B-talasemia en 13 pacientes, mostrando que los mas
comunes son Ss cd 39 C>T con 5 pacientes (31.2%) el resto con una menor frecuencia
(uno o 2 casos), entre las que se encuentran 1VS1:110 G>A, IVS1:5, IVS1:1G>A y
_28A>C, esto marcé un parteaguas en el estudio de estos pacientes; en publicaciones
posteriores se contindan corroborando estos datos, como en un estudio publicado por
Ibarra B en 1995 documentando la misma mutacién como la mas frecuente en un 28%
de la poblacién estudiada, y se comenta la presencia de 2 mutaciones en a-talasemia (-
-FIL y - - SEA). Existe un estudio reciente realizado en el 2016 por el mismo grupo de
investigadores de occidente los cuales estudian pacientes de todo el pais, donde De la
Cruz Salcedo y cols. reportan el espectro molecular en B-talasemia corroborando las
mutaciones ya comentas y agrega 6B-talasemia, y se continia demostrando son las mas
frecuentes; y para a-talasemia se comentan como las mas representativas -3.7 a, - -FIL,
- - SEA, - -Mex1 y - -Mex2; similar a lo observado en nuestro grupo de pacientes donde
el 35.7% de los casos B-talasemia fue la mutacion fue Ss cd 39 C>T/bA, y aunque en

nuestro centro no hubo casos de mutacion _28A>C el resto sin se documentaron aunque
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en menor cantidad de pacientes; en a-talasemia se documentaron 3 alelos diferentes - -
MEX4, -3.7 a 'y - -FIL con una frecuencia cada una del 25%, corroborando que los datos
obtenidos son muy similares a la estadistica nacional® 2324,

En este estudio, se documentaron las alteraciones en la biometria hematica y otros
parametros como Hemoglobina fetal y Hemoglobina del Adulto; documentandose estos
parametros en cada mutacion, encontrandose variaciones importantes, como es el caso
de la mutacién mas frecuente en nuestra poblacion (Ss cd 39 C>T/bA) donde se
observan parametros en la biometria hematica similares a los rangos comentados en
una publicacién del 2005 en Argentina donde junto con IVS1:1G>A/bA, IVS1:110 G>A/
bA entre otras mutaciones, se describieron los parametros de laboratorios los cuales son
similares a los que muestran nuestros pacientes; aunque la poblacion sea diferente,
secundario a la migracion de la poblacion la mutacion es la misma, por lo que presentan
clinicamente alteraciones similares?®?.

En el caso de la mutacion db-tal/bA se encontraron en nuestros pacientes una mediana
de Hemoglobina Fetal >9%; similar a lo encontrado en la literatura, inclusive
documentado recientemente en un estudio de Brasil en el 2017, donde se estudiaron las
variaciones de esta mutacién con los porcentajes de Hemoglobina Fetal?®,

Debido a la muestra pequeia de pacientes y a las diferentes mutaciones encontradas,
con una variabilidad muy amplia ya comentada en México, no se logré hacer estudios
comparativos entre los parametros clinicos presentes en cada mutacién, por lo que se

sugieren estudios multicéntricos para profundizar el conocimiento en estos pacientes.
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CONCLUSIONES

La frecuencia de alfa talasemia en pacientes pediatricos del CMNO HP es de 21% y de
beta talasemia es de 73.7%.

La prevalencia de las mutaciones en alfa talasemia documentadas como las mas
frecuentes, fue de 66.6% para el alelo -3.7 a, documentado en 3 pacientes (f3-
talasemia//a-talasemia, heterocigoto y homocigoto), para el alelo —FIL fue de 16% (1
caso), no se encontraron casos de --SEA. En beta talasemia se encontr6 en 5 pacientes
alteraciones en alelo Cd39 C>T con un 33.3%, IVS1:110 G>A en un 20% (3 pacientes),
IVS1:1 G>A documentado en 4 pacientes (p-talasemia//a-talasemia, 3 pacientes
heterocigotos) con un 26.6%, IVS1:5 G>A en el 6.6% del total de los alelos observados,
no se documentaron alteraciones del tipo _ 28A>C.

Por ser una muestra pequefa sin significancia estadistica no es posible realizar estudios
comparativos entre las mutaciones y sus indicadores clinicos, se requieren estudios
multicéntricos o estudios epidemioldgicos a gran escala que caractericen a esta

poblacion.
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RECOMENDACIONES

La importancia de este trabajo es principalmente para el servicio de Hematologia
Pediatrica de nuestro hospital, ya que no se contaba con base de datos de estos
pacientes, mucho menos con las mutaciones mas frecuentes o las caracteristicas
clinicas. Uno de los beneficios principales de este estudio, seria disminuir el costo del
estudio genético ya que, a sabiendas de las mutaciones mas frecuentes, el estudio
molecular debe iniciar por las mismas, incluso con los valores de laboratorio observados
en la consulta externa se pudiera orientar el diagndstico, disminuyendo el costo del

estudio completo del paciente.

Después de evaluar a estos pacientes en el aspecto clinico y genético, aunque sea una
poblacion pequeia y no extrapolable, las caracteristicas que se muestran son similares

a las de la poblacioén en otros paises.

Este estudio marcara un parteaguas en este tema, ya que en las publicaciones en
nuestro pais no se habla sobre las caracteristicas clinicas de estos pacientes, se espera
que se realicen estudios multicéntricos para incrementar la poblacién y se logren estudios

estadisticos.
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ANEXOS

ANEXO 1: Hoja de recoleccion de datos.

REGISTRO DE DATOS

Fechaderegistro. _ _/ / _ Investigador
Nombre: FechaNac: / /|
Edad: anos Sexo:Masc1(__ _)Fem2(_ )

Estudio genético: Si1 (__ ) a-talasemia: (___) B-talasemia: (___ )No2 (__ )

Mutacion:
Numero de Trasfusiones:
Numero de Biometrias Hematicas:

Fecha dé L o I
Laboratorios:

Cantidad de

Eritrocitos

Hemoglobina

Volumen

Corpuscular Medio

Hemoglobina

Corpuscular Media

Deshidrogenasa

Lactica
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