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B-talasemia Objetivos. Comprobar con datos hematoldgicos que se puede establecer el diagnos-
intermedia; tico y grado clinico de la f-Talasemia intermedia cuando coexisten una triplicacion de
Triplicacion de genes alfa (aaa®37) y una p-talasemia heterocigota.
genes g; Métodos. Estudio retrospectivo en el que participaron 73 pacientes de origen
Mutaciones en el caucdasico, que mostraron simultineamente triplicaciéon o cuadruplicacién de genes a
gen B globina. y B-talasemia heterocigota.

El cribado de las mutaciones mas frecuentes de a-talasemia, asi como la triplicacion
Keywords: génica (aaa™ 7) se llevé a cabo mediante PCR multiplex seguida de hibridacion
B-thalassemia inversa y se confirm¢é mediante MLPA. El diagndstico molecular de p-talasemia se
intermedia; realizé mediante secuenciacion automatica segun el método de Sanger.
a-globin gene Resultados. Se han clasificado los genotipos en tres grupos segun el nimero de genes a
triplication; globina y la severidad de la alteracién en el gen P globina. Todos presentaron una mutacién
B globin gene en el gen P-globina (B°-talasemia, B*-talasemia severa y B*-talasemia leve). El grupo I
mutations. pacientes que han coheredado 6 genes a y los grupos I y III 5 genes a globina. En el grupo

III los pacientes eran portadores de mutaciones que afectan a los genes B y 8§ globina.
Los pardmetros hematologicos mas significativos fueron los niveles de hemoglobina, el
volumen corpuscular medio, el ancho de distribucion y el porcentaje de Hb fetal.
Conclusiones. En el grupo I la coheradibilidad de 6 genes alfa globina, ya sea tripli-
caciéon homocigota (aaa/aaa) o cuadruplicaciéon heterocigota (aaaa/aa), con una
B-talasemia heterocigética da como resultado una anemia de severa a moderada que
puede requerir de terapia transfusional, siendo la severidad de la mutacién del gen
B-globina la que determinaria la variacion clinica. Los pacientes del grupo II fenotipi-
camente se comportaron como talasemia intermedia leve. Finalmente, los pacientes
del grupo III se comportaron como rasgo talasémico ya que todos eran portadores de
mutaciones que aumentan la sobreexpresion de los genes y.

Abstract

Objectives. Check with hematological data that the diagnosis and clinical grade of
B-thalassemia intermedia can be established when a triplication of genes alpha (aaa™"
>7) and heterozygous P-thalassemia are coherent.

Methods. Retrospective study in which 73 patients of Caucasian origin participated,
who simultaneously showed a tripling or quadrupling of the genes a and heterozygous
B-thalassemia.

Screening for the most frequent a-thalassemia mutations, as well as gene triplication
(aao™™ *7) was carried out by multiplex PCR followed by reverse hybridization and
confirmed by MLPA. The molecular diagnosis of B-thalassemia was carried out by
automatic sequencing according to the Sanger’s method.

Results. Genotypes have been classified into three groups according to the number
of a-globin genes and the severity of the alteration in the B-globin gene. All had a
mutation in the B-globin gene (p°-thalassemia, severe B*-thalassemia, and mild
B*-thalassemia). Group I patients who have inherited 6 a globin genes. Group II and
group III have inherited 5 a globin genes. In group III, the patients were carriers
of mutations affecting the p and 8§ globin genes. The most significant hematological
parameters were hemoglobin levels, mean corpuscular volume, red deep width, and
percentage of fetal hemoglobin.

Autor para la correspondencia

Paloma Ropero

Servicio de Hematologia. Hospital Clinico San Carlos FENOTIPO DE LA B-TALASEMIA INTERMEDIA
(/ Profesor Martin Lagos s/n - 28040 Madrid Paloma Ropero, et al.
TIf.: +34 913 303 321 | E-Mail: paloma.ropero@salud.madrid.org An RANM. 2021;138(01): 60 - 71



ANALES RANM

Conclusions. In group I, patients who have inherited of 6 a globin genes, either
by homozygous triplication (aaa/aaa) or heterozygous quadruplication (aaaa/aa),
with heterozygous P-thalassemia results in severe to moderate anemia that may
require transfusion therapy, being the severity of the p-globin gene mutation that
would determine the clinical variation. Group II patients behaved phenotypically
like mild thalassemia intermedia. Finally, group III patients behaved like a thalas-
semic trait since all were carriers of mutations that increase the overexpression of y

genes.

INTRODUCCION

Los sindromes talasémicos constituyen las enferme-
dades genéticas mas comunes en todo el mundo.
Comprenden un grupo complejo muy heterogéneo
de trastornos de la hemoglobina (Hb), caracte-
rizados por el defecto de sintesis de una o mas
cadenas de globina. Segun la cadena de globina que
se encuentra disminuida o ausente, se clasifican en
a, B, 8, PO, y8PB o eydP. Se heredan de forma autoso-
mica recesiva y se caracterizan por una extrema
diversidad de fenotipos, lo que hace que el diagnostico
sea un verdadero reto (1, 2).

El espectro de las B-talasemias es amplio, va desde la
B-talasemia mayor (B-TM) que se caracteriza por una
anemia severa a partir de los primeros ailos de vida,
erigiéndose como una enfermedad grave transfu-
sion-dependiente, a formas leves, generalmente
heterocigotos con anemia microcitica e hipocroma
sin manifestaciones clinicas evidentes, conocidas
como [-talasemia minor, y formas intermedias
[B-talasemia intermedia (B-TI)] no transfusion-
dependientes (3, 4).

El término B-TI fue sugerido por vez primera en
1955 para describir pacientes que tenian manifesta-
ciones clinicas que resultaban ser demasiado graves
para denominarse P-talasemia minor y a la vez,
demasiado leves para llamarse B-TM (5).

Aunque la B-TI carece de correlaciéon molecular
especifica y el diagndstico sigue siendo en gran
parte clinico, se ha descrito una asociacién

genotipo/fenotipo de modo que la base genética
de la diversidad fenotipica vendria determinada
por moduladores genéticos. La mayoria de los
pacientes con B-TI son homocigotos o heterocigotos
compuestos para la P-talasemia, lo que significa
que ambos loci de P-globina estdan afectados y la
enfermedad tiene un patrén genético recesivo. La
amplia diversidad de mutaciones que afecta al gen
B-globina (HBB), van desde las mutaciones leves del
promotor (P*-talasemia leve) que causan una ligera
reduccion en la produccion de la cadena B-globina,
pasando por las P*-talasemias, donde la produc-
cién de cadena B-globina esta disminuida, hasta las
B°-talasemias con ausencia total de cadena p-globina.
La heterocigocidad compuesta para estas mutaciones
proporciona un amplio espectro de fenotipos
clinicos (6). Con menor frecuencia, se observa la
afectacion de un solo un locus de B-globina, siendo
el otro completamente normal; asi, en estos casos,
la B-TT es de herencia autosémica dominante como
en el caso de las hemoglobinas hiperinestables (7).
Otros moduladores genéticos son aquellos que estan
directamente involucrados en el desequilibrio de
las cadenas P-globina. La homocigocidad o doble
heterocigocidad con una sobre-expresién de las
cadenas y de globina, bien porque uno de los alelos
o los dos se correspondan con una §f-talasemia, o
porque se asocian a alteraciones moleculares en el
mismo locus o en otro diferente que condicionan un
incremento de la sintesis de cadenas y-globina (8).
También el aumento de la produccion de cadenas
de a-globina por una triplicacién o cuadruplica-
cion de genes a (aaa/aa o aaaa/aa) asociado con
una P-talasemia heterocigota se ha visto que podria
cursar como una -TT (9) (Tabla 1).

Tabla 1.- BASES MOLECULARES DE LA B-TALASEMIA INTERMEDIA

Homocigocidad o doble heterocigocidad para genes * talasémicos

Combinacion de un gen p°-talasémico con un p*-talasémico leve

Variantes de hemoglobinas hiperinestables en estado heterocigoto (-talasemia dominante)

Presencia de factores genéticos que sobre expresen las cadenas y de globina

Op-talasemia
Persistencia hereditaria de hemoglobina fetal (HPHF)

[-talasemia heterocigota asociada a un aumento de la produccion de cadenas de a-globina [(aoo/ac), (cooo/ool)

0 (aoo/aoo)]

Homocigocidad o doble heterocigocidad para genes $°°* talasémicos asociados a una a-talasemia
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El objetivo de este trabajo es comprobar, con datos
hematimétricos y de manera empirica, si se puede
establecer el diagnostico y grado clinico de la B-TI
cuando coexisten una triplicacién de genes alfa
(aoa™i37) y una -talasemia heterocigota, ya que la
triplicacion de genes alfa globina es considerado un
factor importante en la severidad de la -talasemia,
exacerbando la expresion fenotipica de la misma, al
causar un mayor desequilibrio entre las cadenas de
globina. Para ello presentamos nuestra experiencia
de casos de P-talasemia asociada a una triplicacion
de genes alfa (aaa®37) en Espaia, en los tltimos 10
anos en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid.

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo es un estudio retrospectivo llevado a cabo
desde enero de 2010 a diciembre de 2019 y en el que
participaron 73 pacientes de origen caucasico, que
mostraron simultaneamente triplicacion o cuadrupli-
cacion de genes a y B-talasemia heterocigota.

Los parametros hematoldgicos y el recuento de
reticulocitos fueron determinados con un contador
automatico de células (Coulter LH750 Analyzer;
Beckman Coulter, Brea, CA, USA), incluyendo el
analisis morfoldgico celular.

Los niveles de Hb A2 y Hb F fueron medidos por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
(VARIANT™; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Las hemoglobinas fueron analizadas por
electroforesis capilar zonal siguiendo las instruc-
ciones del fabricante para el sistema Sebia Capillarys
Flex (Sebia, Norcross, GA), y mediante HPLC de
intercambio i6nico siguiendo las pautas del fabricante
para el programa corto de P-talasemia de BioRad
Variant II (Bio-Rad, Hercules, CA).

Tras el aislamiento del ADN gendémico con un método
automatico (Biorobot® EZ1; Quiagen GmbH, Hilden,
Germany), el ADN gendmico fue cuantificado con
un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, EE. UU).

El cribado de las mutaciones mds frecuentes de
a-talasemia asi como la triplicacion génica (aaa™*7)
se llevo a cabo mediante PCR multiplex seguida de
hibridacion inversa con un kit comercial Alpha-Globin
StripAssay (ViennaLab Diagnostic GmbH, Vienna,
Austria) y se confirmé mediante Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA), este analisis
se llevé a cabo utilizando el kit MLPA (SALSA MLPA
KIT P140 HBA; MRC Holland, Amsterdam, The
Netherlands). El diagndstico molecular de B-talasemia
se realizé mediante secuenciacién automatica segun el
método de Sanger previamente descrito (10).

En el estudio descriptivo de los datos las variables
cualitativas se presentan con su distribucién de
frecuencias. Las variables cuantitativas se resumen
con su media y desviacién estandar (DE). Las
variables cuantitativas que muestran una distribu-
cion asimétrica se resumen con la mediana y el rango

intercuartilico (RIQ). En la comparaciéon de los
parametros entre los grupos de estudio se evalda la
asociacion mediante los test no paramétricos test de
la U de Mann-Whitney o el test de Kruskall Wallis
en funciéon de si son dos grupos o mas, respectiva-
mente. Se usan estos test no paramétricos debido a
que los grupos tienen un pequefio tamafo muestral.
Para todas las pruebas se acepta un valor de signifi-
cacion del 5%. El procesamiento y andlisis de los
datos se realiza mediante el software estadistico IBM
SPSS Statistics v.2°.

Todos los indices hematoldgicos y hallazgos clinicos
fueron llevados a cabo con el consentimiento
informado previo de los pacientes. Y todos los
experimentos fueron realizados de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki.

RESULTADOS

Setenta y tres pacientes, 33 hombres y 40 mujeres, con
un rango de edad de entre 5 meses y 65 aflos, presen-
taron P-talasemia heterocigota asociada a triplicacién
de genes alfa globina (aaa®37).

Genéticamente, todos fueron portadores de una
unica alteracion en el gen HBB, identificindose 11
mutaciones diferentes. Estas mutaciones del gen
B son: cinco P°-talasemia que agrupan al 64.4 % de
los pacientes; 2 p*-talasemia severa en el 21.9 % de
los casos y 4 B*-talasemia leve en 10 pacientes (13.7
%), siendo la mds frecuente con un 36% la mutacion
de transversiéon de una C>T en el CD 39 del 2° ex6n
[B39(C5) Gln>Stop; HBB:c.118C>T] seguida de
la sustitucién de una G>A en el nucleétido 110 del
primer intrén [B nt 252 G>A; HBB:c.93-21G>A] con
un 20.5% (Tabla 2).

Se han clasificado los genotipos en tres grupos segun
el numero de genes a globina y la severidad de la
alteracion en el gen globina. El grupo I corresponde
a 4 pacientes que han coheredado 6 genes a y una
mutacion en el gen HBB que puede ser °-talasemia
(2 pacientes), B*-talasemia severa (1 paciente) y
B*-talasemia leve (1 paciente). Los grupos II y III los
constituyen pacientes con 5 genes a globina. El grupo
I, estd formado por 64 pacientes con (°-talasemia
(45 pacientes), p*-talasemia severa (15 pacientes) o
B*-talasemia leve (4 pacientes) y el grupo III con 5
pacientes portadores de mutaciones que afectan a
los genes B y § globina y que fenotipicamente son
considerados como B*-talasemia leve (Tabla 3).

Aquellos que presentaron B-TI severa (TIS)
mostraron entre otros sintomas clinicos debilidad,
subictericia conjuntival, calculos biliares, espleno-
megalia y pérdida de peso con palidez. Mientras que
los que fueron clasificados como B-TI leve (TIL)
mostraron retraso del crecimiento enlentecido,
algunos, pubertad retrasada y esplenomegalia y otros,
problemas ¢seos. En los rasgos talasémicos (RT) la
mayoria presentaron fatiga, sensaciéon de mareo,
dolor de cabeza y palidez de piel.
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Desde el punto de vista hematoldgico se dice que en la
B-TI los niveles de Hb se sittian por encima de 7 g/dL.
En nuestro estudio y dentro de cada grupo la diferen-
ciaciéon entre TIS, TIL y RT se hizo en funcién de
estos niveles. Asi, pacientes con Hb 7-9 g/dL fueron
considerados como TIS; con Hb 9.1-11.5 g/dL como
TIL y cuando la Hb >11.5 g/dL fueron clasificados
como RT. De tal modo que distribuidos segun los
grupos quedarian, Grupo I: 2 TIS y 2 TIL; Grupo II:
16 TIS, 39 TIL y 9 RT y Grupo III: 5 RT.

Los valores medios de los pardmetros hematologicos
de los pacientes asignados a los diferentes grupos y
clasificados como TIS, TIL y RT aparecen recogidos
en la Tabla 4.

DISCUSION

En el fenotipo de la talasemia intermedia intervienen
diversos factores entre ellos el desequilibrio
aumentado de la sintesis de o/ globina, asi como la
severidad de la mutacion de la -talasemia.

Nuestro laboratorio es centro de referencia en Espaia
para el estudio y diagndstico molecular de hemoglo-
binopatias estructurales y talasemias, recibiendo
anualmente aproximadamente 900 muestras, a todas
ellas se le somete al cribado para las mutaciones maés
frecuentes de a-talasemia y triplicacion génica (11).
Desde enero de 2010 hasta diciembre de 2019 se
recibieron 8870 muestras, de las cuales 73 individuos
mostraron la presencia simultanea de triplicacion o
cuadruplicacion de genes a y f-talasemia heterocigota.
Es la mayor serie publicada de este tipo de asociacidn.
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En Espana, la frecuencia de la PB-talasemia hetero-
cigota es de aproximadamente el 1.5 % mientras
que la incidencia de la triplicacién de genes alfa
globina es desconocida (12). De modo que, en
nuestro pais, la asociacion de ambas entidades esta
poco establecida, de ahi que nos hayamos planteado
recopilar todos los casos que mostraron simultdnea-
mente triplicaciéon de genes a globina y B-talasemia
y analizarlos desde el punto de vista hematoldgico
y fenotipico para, comprobar si la influencia de
este aumento de genes alfa en pacientes portadores
de una tnica mutacién en un locus beta globina,
presenta un fenotipo de talasemia intermedia en la
poblacién espanola, al igual que en poblaciones de
otros paises ya estudiadas.

El espectro clinico de la TI es muy amplio, asi
como el fenotipo hematolégico. La anemia, es
el primer signo de sospecha y en los pacientes
con B-TI puede ser de moderada a leve, con una
produccién de glébulos rojos adecuada para
mantener niveles de Hb > 7 g/dL y sobrevivir sin
necesidad de transfusiones sanguineas de forma
regular; se recomiendan transfusiones cuando
existe un descenso evidente de la cifra de Hb < 5
g/dL. Algunos son asintomaticos hasta la edad
adulta o manifiestan un fenotipo més benigno. El
andalisis molecular sigue siendo la herramienta de
diagnostico definitiva para el fenotipo de talasemia
intermedia (13,14).

Un total de 11 mutaciones diferentes entre
B-talasemia, B*-talasemia severa y p*-talasemia leve,
en el gen HBB, han sido identificadas en nuestra serie,
siendo las mayoritarias las p°-talasemias. Solapan-
dose las mutaciones y el porcentaje con la frecuencia
publicada en la poblacion espaiola (12).

Tabla 2.- RELACION DE LAS MUTACIONES IDENTIFICADAS EN EL GEN B-GLOBINA RESPONSABLES DE B-TALASEMIA

Mutacion Nombre HGVS N= casos (frecuencia alélica %)  Fenotipo
CD39 (C>T) HBB:c.118C>T 26 (35.6) Be
IVS-1-ntl (G>A) HBB:c.92+1G>A 17 (23.3) Be
IVS-1-nt110 (G>A) HBB:c.93-21G>A 15 (20.5) B* Severa
IVS-1-nt6 (T>C) HBB:c.92+6T>C 4 (5.5) B* Leve
Spanish (8p)° thal NG_000007.3:.60375_153285del92911 4 (5.5) B* Leve
CD82/83 (-G) HBB:c.251delG 2(2.7) Bo

CDI (ATG>GTG) HBB:c.1A>G 1(1.4) po

CD44 (-C) HBB:c.135delC 1(1.4) po

IVS-II nt-654 HBB:c.316-197C>T 1(1.4) B* Severa
Hb E HBB:c.79G>A 1(1.4) B* Leve
Hb Lepore-Baltimore  NG_000007.3:g.63564_70978del 1(1.4) B* Leve
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Tabla 3.- B-talasemia asociada con triplicaciones del gen a

Grupo Paciente Edad/ Sexo Hb (g/dL) VCM (fL) HCM (pg) ADE (%) Ret (%)

I I 14/H 8.3*§ 57.5 18.7 17.7 4.4
I 45/H 6.3*§ 88.8 25.9 29.2 2.3
111 33/M 9.8 73.1 232 16.3 3.8
v 6m/M 9.7 60.8 18.8 22.9 3.1

11 \% 7/M 8.1 60.3 19.8 24.6 3.2
VI 2/M 8.3 56.2 18.0 19.0 3.0
VII 30/M 8.3 74.0 22.6 21.2 5.1
VIII 42/M 8.4 65.6 20.3 17.5 2.3
IX 5/M 8.5 72.9 22.3 25.8 4.7
X 16/H 8.6 57.8 18.3 21.6 3.0
XI X/H 8.8 60.8 18.8 25.6 2.7
XII 65/M 8.8 65.9 20.4 23.7 3.0
XIII 33/M 8.9 62.5 19.8 21.3 2.0
XIV 32/H 9.1 61.2 19.6 17.1 2.1
XV 7/M 9.3 57.8 18.4 18.1 2.4
XVI 32/H 9.3 72.0 21.5 21.1 3.0
XVII 58/H 9.3 81.3 25.3 26.8 10.4
XVIII 23/M 9.7 57.9 18.8 21.5 2.0
XIX** 29/M 9.8 65.1 19.7 19.2 1.9
XX 29/M 9.8 60.6 20.5 11.7 1.2
XXI 6/H 9.9 55.8 18.0 21.3 0.8
XXII 32/M 10.1 59.3 18.7 16.7 12.0
XXIII 59/H 10.4$ 65.4 20.8 17.3 1.3
XXIV X/H 10.5 63.7 18.2 18.6 1.9
XXV 8/H 10.5 65.0 20.0 19.0 0.6
XXVI 42/H 10.5 70.4 20.8 23.1 3.7
XXVII 3/H 10.6 58.0 19.0 19.8 0.5
XXVIIT 50/H 10.7 60.2 19.2 17.4 0.8
XXIXH** X/H 11.1 78.3 23.0 24.9 7.3
XXX 20/M 7.2%% 72.4 20.1 22.5 3.7
XXXI 20/M 8.3 73.1 22.6 21.2 5.1
XXXII 34/M 9.0 64.2 21.2 20.9 2.6
XXXIII 60/M 9.1 74.5 26.0 26.0 55
XXXIV 25/M 9.2 64.4 19.1 16.5 2.1
XXXV 6m/M 9.4 61.0 20.0 18.0 1.2
XXXVI 23/M 9.6 63.9 21.1 16.5 1.6
XXXVII 20/M 9.9 62.1 20.8 14.3 1.1
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HbA2 (%)  HbF (%) Ne genes a Mutacién de B Severidad Fenotipo
50 2.0 aaa/oaa CD39 (C>T) Be TIS
2.8 27 aaa/aaa CD82/83 (-G) Be TIS
3.9 1.0 aae/ oo IVS-I nt-6 (T>C) B* Leve TIL
43 3.7 aaaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B+ Severa TIL
52 59 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIS
40 55 aowa/aa CD39 (C>T) pe TIS
4.8 1.2 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIS
52 3.0 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIS
39 16.0 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIS
5.8 3.0 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIS
55 93 aoa/aa CD39 (C>T) Be TIS
4.8 1.2 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIS
43 2.7 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIS
4.3 3.5 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIL
53 1.8 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
46  10.0 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIL
40 100 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
48 57 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
5.0 1.6 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
3.6 1.0 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
5.4 7.3 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIL
4.1 2.5 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIL
40 28 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIL
49 08 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
56 1.3 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
55 3.1 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
52 21 aaa/aa CD39 (C>T) Be TIL
48 05 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIL
55 2.7 aaa/aa CD39 (C>T) pe TIL
4.8 4.0 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIS
4.8 1.2 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIS
4.2 10.0 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
50 45 aaa/aa IVS-Int-1 (G>A) Be TIL
48 39 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) Be TIL
36 80 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
50 6.0 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
5.0 3.0 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
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II XXXVII  24/M 10.2 68.5 214 19.7 2.6
XXXIX 23/H 10.4 60.7 18.4 17.3 1.9
XL 24/H 10.4 60.7 18.4 17.3 1.9
XLI 18/H 10.4 65.4 20.8 17.3 1.3
XLII X/H 10.5 61.6 19.2 14.8 2.3
XLIII 10/M 10.6 57.3 18.7 16.8 0.9
XLIV 19/M 10.7 62.7 21.0 16.1 2.2
XLV 25/M 11.0 60.0 20.5 15.7 1.1
XLVI 26/H 12.5 66.1 21.1 15.4 1.0
XLIVII 35/M 9.2 66.5 21.7 33.1 44
XLVIII X/M 9.0 63.8 18.5 20.9 5.5
XLIX 12/M 8.8 62.8 19.4 18.4 2.3
IL X/M 8.1 63.7 19.7 17.9 1.7
LI 22/M 8.2%* 63.4 20.6 16.1 2.4
LII 5m/M 8.4 78.7 25.6 18.7 2.5
LIII 21/M 8.6 63.4 20.6 16.1 2.4
LIV 20/M 10.3 61.2 19.6 17.1 2.1
LV 10/H 10.8 60.3 18.7 16.6 2.0
LVI 38/H 11.0 59.3 18.5 16.5 3.0
Lvll 24/H 11.6 60.1 17.2 16.2 1.1
LVIII X/H 12.2 58.7 18.8 16.9 0.9
LIX 27/H 12.4 61.8 19.6 16.6 1.4
LX X/M 12.9 63.4 20.0 15.5 1.4
LXI X/H 13.4 62.6 20.2 17.0 1.8
LXII X/H 13.5 63.3 20.3 16.7 1.3
LXIII 22/H 13.8 61.0 19.4 15.0 1.5
LXIV 11/H 10.1 60.2 18.4 16.6 2.2
LXV X/M 8.3 74.3 20.9 32.7 2.9
LXVI X/M 11.3 75.0 22.2 19.4 0.2
LXVII 60/H 11.4 74.5 23.5 16.2 1.9
LXVIII X/H 12.6 68.7 22.2 14.6 0.6

III LXIX 4/M 9.4 75.8 21.9 24.8 44
LXX 49/M 12.1 73.2 23.7 23.0 1.3
LXXI 37/H 12.3 67.7 20.1 23.0 2.2
LXXII 31/H 14.0 71.9 222 24.5 1.6
LXXIII X/M 11.9 66.9 22.2 19.4 2.5

H=hombre; M=Mujer; *transfusién-dependiente; **embarazada; Squelacién con deferroxamina; ***esplenectomizado a los 2 afios
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4.7 10.1 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
50 4.0 aaa/aa IVS-Int-1 (G>A) Be TIL
56 6.0 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) Be TIL
40 2.8 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
4.6 1.5 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
5.0 8.0 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
52 2.4 aaa/aa IVS-I nt-1 (G>A) pe TIL
3.8 1.8 aaa/aa IVS-Int-1 (G>A) pe TIL
5.0 3.0 aaa/-a3.7 IVS-I nt-1 (G>A) pe RT
40 45 aaa/aa CDI (ATG>GTG) Be TIL
39 20 aaa/aa CD44 (-C) Be TIL
5.6 1.1 aaa/aa CD82/83 (-G) pe TIS
4.8 0.8 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B* Severa TIS
4.3 3.5 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B+ Severa TIS
1.8 21.7 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B* Severa TIS
40 3.0 aaa/aa IVS-Int-110 (G>A) B+ Severa TIS
42 31 aaa/aa IVS-Int-110 (G>A) B+ Severa TIL
4.4 1.2 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B+ Severa TIL
37 20 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B+ Severa TIL
54 1.8 aoa/aa IVS-Int-110 (G>A) B+ Severa RT
4.1 0.8 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B* Severa RT
53 1.4 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B+ Severa RT
4.3 0.7 aaa/aa IVS-Int-110 (G>A) B+ Severa RT
4 1.1 aaa/aa IVS-Int-110 (G>A) B+ Severa RT
4.1 0.4 aaa/aa IVS-I nt-110 (G>A) B+ Severa RT
4.6 1.0 aaa/aa IVS-Int-110 (G>A) B+ Severa RT
6.6 09 aaa/aa IVS-II nt-654 (C>T) B+ Severa TIL
34 0.5 aaa/aa IVS-I nt-6 (T>C) B* Leve TIL
3.8 0.3 aaa/aa IVS-I nt-6 (T>C) B* Leve TIL
38 09 aaa/aa IVS-I nt-6 (T>C) B* Leve TIL
38 15 acta/aet Hb E B* Leve RT
3.8 14.5 aaa/aa (8pB) Spanish B* Leve RT
23 172 aao/aa (6p) Spanish B* Leve RT
37 85 aowa/aa (8pB) Spanish B+ Leve RT
3.0 144 aowa/aa (6pB) Spanish B* Leve RT
25 985 aoa/aa Lepore-Baltimore B* Leve RT
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Tabla 4.- RESUMEN HEMATIMETRICO DE LOS DIFERENTES GRUPOS Y EN FUNCION DEL FENOTIPO

Grupo I Grupo I Grupo III
Fenotipo TIS TIL TIS TIL RT I\.Iive.l de By RT

N=2 N=2 N=16 N=39 N=9 significacion | N=5
Hb (g/dL) 7.3 (6.3-8.3) 9.7 (9.7-9.8) 7.8 (7.2-8.9) 10.0(8.3-11.4) |12.8(11.6-13.8) | p=0.000* 11.9 (9.4-14.0)
VCM (fL) 73.1(57.5-88.8) |66.9(60.8-73.1) |65.8 (56.2-78.7) | 64.5(55.8-81.3) | 62.8 (58.7-68.7) | p=0.573 71.1 (66.9-75.8)
HCM (pg) |223(18.7-259) |21.0(18.8-232) |20.5(18-25.6) |20.2(18.0-26.0) | 19.9 (17.2-22.2) | p=0.795 22(20.1-23.7)
ADE (%) 234(17.7-29.2) |19.6 (16.3-22.9) |20.7 (16.1-25.8) |19.2(11.7-32.7) |16 (14.6-17.0) | P=0.001* 22.9(19.4-24.8)
Retis (%) 33(2.3-4.4) 34(3.1-3.8) 3.1(1.7-5.1) 27(02-120) [1.2(0.6-1.8) p=0.000* 2.4 (1.3-4.4)
HbA2 (%) |3.9(2.8-5.0) 4(3.9-4.3) 4.6 (1.8-5.8) 4.5 (3.4-6.6) 45(3.8-5.3) p=0.811 3.1(2.3-3.8)
Hb F (%) 14,5 (2.0-27.0) |2.3(1.0-3.7) 52(0.8-21.7) |3.7(03-10.1) |13 (0.4-3.0) p=0.014* 12.9(8.5-17.2)

Los valores de la distribucion se expresan mediante la mediana y rango intercuartilico.
Grupo I: Pacientes que han coheredado aa/aae y B-talasemia heterocigota (0 o f+)
Grupo II: Pacientes que han coheredado aaa/aw y 3-talasemia heterocigota (0 o f+)
Grupo III: Pacientes que han coheredado aaa/ac y (6f3) Spanish o Hb Lepore-Baltimore

TIS: Talasemia Intermedia Severa
TIL: Talasemia Intermedia Leve
RT: Rasgo Talasémico

* Estadisticamente significativos

En el grupo II los pardmetros con mds significacién fueron la Hb, el Ancho de Distribucién Eritrocitario (ADE), el porcentaje de re-
ticulocitos y los niveles de Hb F. Los pacientes con TIS mostraron niveles de hemoglobina en un rango entre 7.2 y 8.9 g/dL; Volumen
Corpuscular Medio (VCM) entre 56.2 y 78.7 fL; Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) entre 18 y 25.6 pg; todos presentaron un ADE
elevado en una escala entre 16.1 y 25.8 %, y en 9 de ellos los reticulocitos aumentados. En 15 de los 16 pacientes, la cuantificacion de la
Hb A2 estaba elevada con valores de entre 1.8 y 5.8%. La HbF aumentd de manera variable en 12 de ellos (rango 0,8-21,7%).

Los pacientes del grupo I constituido por 4 casos,
son los que tienen 6 genes alfa globina. Tres fueron
homocigotos para la triplicacién de genes a globina
(aaa/aaa), dos de ellos con anemia severa, hiperes-
plenismo, osteopatia y requerimientos transfusio-
nales y en tratamiento quelante con deferroxamina,
ambos pacientes presentaron una [°-talasemia. El
tercer caso, sin requerimiento transfusional fue
considerado TIL, la severidad de la B-talasemia fue
Br-talasemia leve. Con una clinica compatible con
anemia leve, palidez, fatiga e irritabilidad. El cuarto
paciente también mostré un fenotipo de TIL, y sin
embargo la mutacién de la B-talasemia fue severa,
pero la distribucion de los 6 genes alfa globina corres-
pondié con una cuadruplicacién (aaaa/aa). Hay
que destacar que la paciente, cuando se le realizé el
estudio contaba con tan solo 6 meses de edad, pero
ya tenia pérdida de peso, palidez, esplenomegalia y
cabria esperar que con la edad desarrollara TIS. Por
tanto, independientemente de la distribuciéon de los
6 genes alfa globina, ya sea triplicacién homocigota
(aaa/aaa) o cuadruplicacion heterocigota (aaaa/aa),
la asociacién con una P-talasemia heterocigdtica da
como resultado una anemia de severa a moderada que
puede o no requerir de terapia transfusional, siendo la
severidad de la mutacidn del gen HBB la que determi-
naria la variacion clinica como ya apuntaron Traeger-
Synodinos et al. y Sollano et al. (15,16). Respecto a los

datos hematoldgicos son mas severos en los pacientes
que muestran TIS, aunque no se han encontrado
diferencias a nivel estadistico debido al bajo tamaiio
muestral (Tabla 4).

El grupo II fue el mds numeroso (64 pacientes), todos
ellos fueron portadores de cinco genes alfa globina
(aaa/aa) excepto uno que junto a la triplicaciéon en
un alelo coheredé también una delecion de 3.7 kb
(aaa/-a7”). Este paciente, segtin los datos hematimé-
tricos, fue clasificado como RT presentando en el gen
HBB una mutacidn categorizada como severa [IVS-1-
ntl (G>A)], de modo que, aunque tiene una tripli-
cacion, al asociarse con la delecién 3.7 kb la carga
genética de a globina es 4, por lo tanto, fenotipica-
mente seria portador de una mutacién en el gen HBB
y al tener 4 genes alfa su manifestacion clinicay de los
parametros eritrocitarios seria como un rasgo talasé-
mico beta sin complicaciones como ya apuntaran
Villegas et al en el ano 1997 (17).

En este grupo, la mayoria de los pacientes (39/64)
mostraron un fenotipo de TIL a pesar de que el 70 % de
los pacientes fueron portadores de una [°-talasemia,
por lo que hubiéramos esperado una mayor proporciéon
de pacientes con una expresidn fenotipica mas severa.
Dieciocho presentaron esplenomegalia, 15 crecimiento
lento y pubertad retrasada y 8 problemas dseos.
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Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
entre pacientes de los 3 fenotipos (TIS, TIL y RT) para la
cifra de hemoglobina, el ADE, en el nimero de reticulo-
citos y en el porcentaje de Hb F. Los parametros hemati-
métricos mas graves los presentaron los 16 pacientes con
TIS, la menor tasa Hb (8.4 g/dL); el mayor porcentaje de
Hb F (5.2%), asi como el RDW (20.7 %) y los reticu-
locitos (3.1 %) mas altos (Tabla 4) y que presentaron
hepatoesplenomegalia, lesiones esqueléticas, retraso del
crecimiento y masas paravertebrales.

El analisis posterior de estas variables, estadistica-
mente significativas, mediante comparaciones 2 a 2
mostr6 que, hubo diferencias entre los pacientes con
TISy TIL; entre pacientes con TIS y RT, asi como entre
TIL vs RT para todas las variables. De modo que, en
todos estos parametros, los valores mas cercanos a la
normalidad los presentan los pacientes con RT y los
valores mas extremos los pacientes con TIS (Tabla 5).

ANALES RANM

Desde el punto de vista de la severidad de la altera-
cién de la B-talasemia se observa que el 73% de los
casos con una P’-talasemia se comportan como TIL,
donde no hubo lesiones hematopoyéticas extrame-
dulares, y al no haber transfusiones periddicas no
se objetivaron lesiones hepaticas ni ninguna de las
complicaciones derivadas de la sobrecarga férrica.
Cuando la mutacion es B*-talasemia severa la mitad
de los pacientes (8/15) presentan TI severa o leve,
con mas edad presentaron ulceras en las piernas,
una de las complicaciones de la TI probablemente
como consecuencia a la reduccién de la oxigena-
cion tisular que se cree que se debe a la combina-
ciéon de anemia, hipercoagulabilidad y eritropo-
yesis ineficaz. Y cuando se corresponde con una
B*-talasemia leve, en el 75% de los casos muestra
TIL, frente al 25% que cursa como RT sin compli-
caciones. Estos resultados vendrian a enriquecer los
datos que, de este tipo de asociacién, previamente

Tabla 5.- COMPARACION DE MEDIAS DE LOS PARAMETROS SIGNIFICATIVOS DENTRO DEL GRUPO IL. TISVSTIL, TIS

VSRTYTILVSRT

Grupo II

Fenotipo erili 6 Nliné 9 Nivel de significacion
Hb (g/dL) 7.8 (7.2-8.9) 10.0 (8.3-11.4) p=0.000*

ADE (%) 20.7 (16.1-25.8) 19.2 (11.7-32.7) P=0.056

Retis (%) 3.1(1.7-5.1) 2.7 (0.2-12.0) p=0.010*

Hb F (%) 5.2 (0.8-21.7) 3.7 (0.3-10.1) p=0.617
Grupo II

Fenotipo Njili 6 NR_T9 Nivel de significaciéon
Hb (g/dL) 7.8 (7.2-8.9) 12.8 (11.6-13.8) p= 0.000*

ADE (%) 20.7 (16.1-25.8) 16 (14.6-17.0) p= 0.000*

Retis (%) 3.1(1.7-5.1) 1.2 (0.6-1.8) p= 0.000*

Hb F (%) 5.2 (0.8-21.7) 1.3 (0.4-3.0) p= 0.008*
Grupo II

Fenotipo er:H?: 9 NR_TS Nivel de significacion
Hb (g/dL) 10.0 (8.3-11.4) 11.9 (9.4-14.0) p= 0.000*

ADE (%) 19.2 (11.7-32.7) 22.9 (19.4-24.8) P=0.003*

Retis (%) 2.7 (0.2-12.0) 2.4 (1.3-4.4) p=0.012*

Hb F (%) 3.7 (0.3-10.1) 12.9 (8.5-17.2) p= 0.007*

Los valores de la distribucién se expresan mediante la mediana y rango intercuartilico.
*Valores estadisticamente significativos

TIS: Talasemia Intermedia Severa
TIL: Talasemia Intermedia Leve
RT: Rasgo Talasémico
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publicados en otros paises de la cuenca mediterranea
como [talia y Grecia, asi como en los del cinturén
talasémico como India (15,18,19,20), en donde esta
asociacion esta bien establecida y todos coinciden en
que cursan como T1I ya sea severa o leve con espleno-
megalia, retraso en el crecimiento y en el desarrollo
hormonal, y también problemas 6seos, que pueden o
no necesitar terapia transfusional.

El andlisis estadistico, independientemente del
fenotipo, en relacién con la severidad de la mutacién
de la B-talasemia, solo arrojo diferencias estadistica-
mente significativas entre pacientes con mutaciones
B°-talasemia y P*-talasemia severa, ya que el nimero
de pacientes con mutaciones *-talasemia leve fue muy
bajo. Los pardmetros que resultaron ser significativos
fueron la Hb (9.6 vs 11 g/dL), el ADE (19.8 vs 16.6 %)
y el porcentaje de Hb F (4.3 vs 2.9 %), presentando los
valores mds extremos los pacientes portadores de una
B°-talasemia. La cifra de hemoglobina se va reduciendo
con la gravedad del fenotipo. El ADE es mas elevado
en aquellos pacientes con una [(°-talasemia ya que
es un marcador que permite ver cudn diferentes son
las poblaciones eritrocitarias, y a mayor gravedad de
la talasemia la anisocitosis sera mas marcada (ADE
alto) con 2 poblaciones bien diferenciadas (eritrocitos
microciticos e hipocrémicos y eritrocitos normoci-
ticos y normocrémicos). Y respecto a la Hb F, esta
aumentada en los portadores de una [°-talasemia
porque al existir menor cantidad de cadena P globina
disponible para la formacién de dimeros af, el exceso
de cadenas a se asociard no sélo a las cadenas 8 globina
para conformar la Hb A2 (a262) sino también a las
cadenas y globina para el ensamblaje de Hb F, disminu-
yendo el efecto nocivo de la precipitacion intracelular
de las cadenas a no unidas. Estos resultados confirman
que la TI es mds grave cuando es causada por una
B°-talasemia, que cuando la mutacién es debida a una
B*-talasemia severa. Aunque no se han encontrado
diferencias significativas en los reticulocitos, a pesar
de estar aumentados en todos ellos, creemos que no
solo el exceso de cadenas a contribuye a la sintesis de
Hb A2 y Hb F sino que también hace que se formen
tetrameros insolubles, los cuales precipitan y dafian la
membrana de los globulos rojos y junto a la severidad
de la mutacién de la B-talasemia influirian, agravando

la eritropoyesis ineficaz con resultados evidentes en la
clinica, coincidiendo con lo publicado por Camaschella
et al. y Beris et al, en la TT (21,22).

Los andlisis para ver si dentro de cada mutacion
pudiera haber diferencias entre las TIS y las TIL
no ha mostrado significacion alguna, a excepcion
de la alteracion CD39 (C>T) que mostrd que la Hb
era mds baja en los que presentaban TIS que los de
TIL, constatandose que la cifra de hemoglobina se va
reduciendo con la gravedad.

El grupo III formado por 5 pacientes, son aquellos
que aparte de la triplicaciéon de genes alfa globina
han heredado una §f-thalassemia Spanish o una Hb
Lepore-Baltimore. Este tipo de alteraciones en el locus
beta, donde tanto el gen 8 como el p globina se ven
comprometidos, se comportan fenotipicamente como
una P*-talasemia leve ya que el aumento en la sintesis
de Hb F contribuye a suavizar el efecto del déficit de
sintesis de cadena B globina. También este aumento
en los niveles de Hb F contribuiria a que los posibles
efectos coadyuvantes de la triplicacion de los genes
alfa globina en el fenotipo serian menos exacerbados.
De hecho, todos presentaron microcitosis (71.1 fL);
hipocromia (22 pg); reticulocitos (2.4 %) y Hb A, (3.1
%) normales y muy aumentados los niveles de Hb F >
8.5 % compatible con un fenotipo de RT con debilidad,
cefaleas, y palidez. Este tipo de asociaciéon ya fue
descrito por Camaschella et al en Italia y Altay et al, en
Iran. En Italia la coexistencia de triplicaciéon de genes
a globina en estado heterocigoto y una §P-talasemia
Sicilian o una Hb Lepore Boston se comporta como T1I,
mientras que en Irdn este tipo de asociacién al igual
que en nuestra serie se describe como RT (21,23).

El dltimo andlisis estadistico consistié en ver si
habia diferencias importantes entre los parametros
hematimétricos de los pacientes con RT del grupo II
(B*-talasemia leve) y los del grupo III (6p-talasemia o
Hb Lepore-Baltimore). Los datos mostraron diferen-
cias en todos los parametros, salvo en los niveles de
Hb y de Hb2. Tanto el VCM, la HCM, asi como el ADE
se acercaron mas a la normalidad en los pacientes del
grupo III mientras que los reticulocitos estuvieron
aumentados al igual que la Hb F (Tabla 6).

Tabla 6.- COMPARACION DE MEDIAS DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS ENTRE PACIENTES CON RASGO TALASEMI-

C0 (RT) DEL GRUPO I1'Y DEL GRUPO Il

Grupo II Grupo III

Fenotipo II\?: 9 Eli 5 Nivel de significacion
Hb (g/dL) 12.8 (11.6-13.8) 11.9 (9.4-14.0) p=0.205

VCM (L) 62.8 (58.7-68.7) 71.1 (66.9-75.8) p=0.006*

HCM (pg) 19.9 (17.2-22.2) 22 (20.1-23.7) p=0.027

ADE (%) 16 (14.6-17.0) 22.9 (19.4-24.8) P=0.003*

Retis (%) 1.2 (0.6-1.8) 2.4 (1.3-44) p=0.023*

HbA2 (%) 4.5 (3.8-5.3) 4.6 (2.3-10.5) p=0.082

Hb F (%) 1.3 (0.4-3.0) 12.9 (8.5-17.2) p=0.003*

Los valores de la distribucion se expresan mediante la mediana y rango intercuartilico. *Diferencias estadisticamente significativas
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El hecho de realizar el cribado de las mutaciones mas
frecuentes responsables de a-talasemia y de la tripli-
cacion de genes a globina a todos los pacientes que son
estudiados en nuestro laboratorio, nos ha permitido
tener la mayor serie de pacientes con [-talasemia
heterocigota asociada a triplicaciéon de genes alfa
globina, lo cual ha mostrado que el efecto de la asocia-
cién de una triplicacion de genes a globina con una
mutacion -talasemia heterocigética es muy variable.
El fenotipo puede ir desde el rasgo talasémico sin
complicaciones hasta una talasemia intermedia que
puede llegar a ser transfusion dependiente. Y, aunque
el diagnostico molecular de B-TI puede ser orienta-
tivo, hay que valorar en conjunto al paciente para un
diagndstico de B-TI certero. Por todo esto es muy
importante el diagndéstico molecular y el consejo
genético, ya que aunque la heredabilidad de una tripli-
cacion de genes alfa, es en muchos casos infradiag-
nosticada y no presenta complicaciones clinicas, el
hecho de poder coheredarse con otra patologia como
es la P-talasemia heterocigota puede agravar a ésta,
llegando a necesitar terapia transfusional con todas
las complicaciones que este tipo de terapias conllevan
asi como las secuelas clinicas derivadas de la eritro-
poyesis ineficaz y de la anemia que se observan en las
talasemias intermedias.
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