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Hematological and clinical
profile in sickle cell or thalassemic patients

ABSTRACT

Clinical and hematological characteristics of 14 patients
with sickle cell anemia; one heterozygous AS, and 7, with di-
agnostic of microcytic hypochromic anemia were analyzed.
Hemoglobin phenotypes were identified by electrophoresis,
fetal hemoglobin was quantificated for alkaline denatur-
ation and the HbAZ2 for ionic exchange chromatography; -a%7
-thalassemia was detected by mutation identification using
polymerase chain reaction (PCR). SS phenotype was con-
firmed in 10 patients, two were SSFt, one was SSF1A,1, and
one was ASFt (HbF = 2%). The patient diagnosed as AS was
SSFt (HbF = 21%). AD-patients presented a moderate clini-
cal course of the illness. Five microcytic hypochromic ane-
mia patients were HbAA, one was HbAAA,t and another
HOAAF'1; those patients present a high hematological and
clinical variation. -thalassemia was 19%. -a®>7 -thalassemia
was not detected. Infection was most frequent clinical mani-
festation (respiratory tract infection and intestinal parasit-
ism). These results shows that -a%7 -thalassemia are not
modulator genetic factors of clinical and hematological
manifestations of patients with microcytic hypochromic ane-
mia and sickle cell anemia. We suggest that environmental
factors such as respiratory tract infection and intestinal par-
asitism may be affect the course of illness.

Key words. Sickle cell anemia. Venezuela. Thalassemia. Su-
cre state.

INTRODUCCION

La razon mas frecuente de consulta hematolégica
es la presencia de anemia; muchas de estas anemias
son producidas por factores genéticos y entre éstos

RESUMEN

Se analizaron las caracteristicas clinicas y hematolégicas de
14 pacientes con diagnéstico clinico de anemia drepanocitica
(AD), un heterocigoto AS con manifestaciones clinicas, y siete
pacientes con diagnéstico de anemia microcitica hipocrémica
resistente a tratamiento con hierro y acido félico. Los fenoti-
pos hemoglobinicos fueron determinados mediante electrofore-
sis, la cuantificacién de hemoglobina fetal se realizé por desna-
turalizacién alcalina y la hemoglobina A, por cromatografia de
intercambio i6nico. La deteccién de -a%7 talasemia se realizé me-
diante la técnica de reaccién en cadena de polimerasa (PCR). Se
confirmé el fenotipo SS para 10 pacientes; de los cuatro res-
tantes, dos fueron SSFt, uno SSF1A,t, y uno fue heterocigo-
to ASFt+ (HbF = 2%). El paciente diagnosticado como hetero-
cigoto AS resulté ser SSFt (HbF = 21%). Los pacientes con
AD presentaron un curso clinico moderado de la enfermedad.
De los siete pacientes con anemia microcitica hipocrémica, cin-
co fueron HbAA, uno fue HbAAA,t y otro HbAAF1; todos
presentaron una alta variacién hematolégica y clinica. Se de-
tectd la presencia de B-talasemia en 19% de los pacientes. No
se detect6 la presencia de -0%7 -talasemia. La manifestacién cli-
nica mas frecuente fue la infeccién (respiratoria o parasitismo
intestinal). De acuerdo con estos resultados, en estos pacientes
se descarta la presencia de -037 -talasemia, como atenuante de
las manifestaciones clinicas de la anemia drepanocitica y
como factor modulador de la variabilidad clinica observada en
los pacientes con anemia microcitica-hipocrémica; se sugiere
que factores ambientales tales como parasitosis intestinales y
enfermedades respiratorias pueden afectar el curso de la en-
fermedad.

Palabras clave. Drepanocitosis. Venezuela. Talasemia. Esta-
do Sucre.

los mas comunes son la presencia de talasemias (alfa
y beta) y de variantes hemoglobinicas, en particular,
la hemoglobina S. Entre las a-talasemias, el tipo
mas comun se produce por entrecruzamiento entre
dos regiones diferentes del bloque de genes alfa ge-
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nerando la pérdida de un fragmento de 3,7 kb. La
mutacién -0% talasemia, se encuentra presente en to-
dos los grupos étnicos en areas tropicales y subtro-
picales del mundo.2

La anemia drepanocitica (AD), producida por la
presencia de dos genes mutantes S, cursa con cier-
tas manifestaciones clinicas, que en muchos casos
conllevan a la muerte prematura en la mayoria de
los pacientes. Los sujetos portadores del rasgo dre-
panocitico o heterocigotos (HbAS), usualmente, son
asintomaticos; sin embargo, se han reportado casos
con severas manifestaciones clinicas similares al es-
tado homocigoto.3

En la intensidad del cuadro clinico de la anemia
drepanocitica influyen factores ambientales y genéti-
cos. Diversos estudios demuestran que las manifes-
taciones clinicas en estado homocigoto, varian entre
individuos y de acuerdo con las diferentes localiza-
ciones geograficas de las poblaciones estudiadas,
asumiendo que la expresion clinica y hematolégica
de la anemia drepanocitica puede ser modificada por
otros determinantes genéticos llamados fenémenos
epigenéticos. Se sugiere que la presencia concomi-
tante de la a-talasemia con la anemia drepanocitica
o niveles elevados de la HbF, benefician el estado cli-
nico de la enfermedad.*5

Existe una alta incidencia del gen drepanocitico
en algunas poblaciones del Estado Sucre; incluso se
ha detectado la presencia de alfa talasemia en pa-
cientes drepanociticos en otras regiones de Vene-
zuela.?% Sin embargo, son escasos los trabajos re-
portados sobre el patron de morbilidad de estos
pacientes en nuestro pais. En consecuencia, se
planted la necesidad de evaluar las caracteristicas
clinicas y hematoldgicas, en pacientes con diagnds-
tico clinico de drepanocitosis o presuntivo de tala-
semia y detectar la presencia de la deleccién 3,7 del
gen d-globina.

METODOLOGIA

Se incluyeron en el estudio 21 pacientes, 14 con
diagnoéstico clinico de anemia drepanocitica (AD), un
portador o tara drepanocitica y siete con anemia mi-
crocitica hipocréomica resistente al tratamiento con
hierro y acido félico (presuntivo de o-talasemia),
que acudieron a consulta hematoldgica del Banco de
Sangre del Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcala” de la Ciudad de Cumana (SAHUAPA), Es-
tado Sucre, Venezuela. Todos los pacientes se pre-
sentaron en condiciones estables.

Para este estudio se conté con el permiso y la
aprobacion por escrito del paciente o representante,

asi como con la colaboraciéon del médico tratante; si-
guiendo las normas de ética establecidas para traba-
jos de investigacién en humanos, por la Organiza-
ci6on Mundial de la Salud (OMS) y la Declaracién de
Helsinki ratificada por la 29 World Medical Assem-
bly, Tokio 1975.

Se realiz6 analisis hematolégico de hemoglobi-
na (Hb), hematécrito (Hcto), recuento eritrocita-
rio y leucocitario, volumen corpuscular medio
(VCM), concentracién de hemoglobina corpuscu-
lar media (CHCM) e indice de distribucién de la
amplitud eritrocitaria (RDW); con la ayuda del
equipo automatizado Cell-Dyn 1600. Se prepara-
ron frotis de sangre anticoagulada y se colorearon
con Giemsa para el recuento diferencial leucocita-
rio. Conjuntamente, se desarrollé un estudio re-
trospectivo, basado en los expedientes clinicos de
los pacientes.

Determinacién del
fenotipo hemoglobinico

El fenotipo hemoglobinico fue determinado por
electroforesis a pH 8,6 en acetato de celulosa,” utili-
zando un equipo de Helena Laboratories. Para sepa-
rar HbS de la HbD se realiz6 una electroforesis em-
pleando bacto agar (Difco Laboratories) al 1.5% (p/
v) en buffer citrato a pH 6,2 (C;HNa;0,.2H,0 500
mmol/L). La cuantificacién de hemoglobina fetal
(HbF) se realizé por el método de desnaturalizacion
alcalina modificado.® La cuantificacién de HbA, se
realizé por cromatografia en columna de intercam-
bio i6nico.%10

Deteccién de o-talasemia3?

La determinacién de a-talasemia fue realizada en
el Laboratorio de Hemoglobinas Anormales “Dr. Tu-
lio Arends” del Hospital Clinico Universitario de Ca-
racas. La separacion del material genémico fue rea-
lizada a partir de muestras congeladas de sangre
venosa.ll La extraccién del DNA se realizé de acuer-
do con Jeampiere!? modificado. El DNA fue cuantifi-
cado mediante espectrofotometria, en un equipo
GeneQuant (Bio Rad).

La deteccién de la deleccion 3,7 de a-talasemia
mediante la técnica de PCR, fue hecha segtn proto-
colo de Baysal y Huisman.!® Los productos amplifi-
cados fueron corridos en electroforesis en gel de aga-
rosa al 2% y buffer TBE 1X, por una hora 30
minutos a 100 V. Los fragmentos de restricciéon fue-
ron visualizados con bromuro de etidio en un trans-
iluminador ultravioleta (UV).
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Analisis estadistico

A los pacientes con anemia drepanocitica y ane-
mia microcitica, se les determinaron las correlacio-
nes entre las variables hematolégicas y los parame-
tros clinicos, mediante el indice de correlaciéon
producto o momento r de Pearson, considerando los
cuatro hallazgos clinicos mas importantes en ambos
grupos. Se tomaron en cuenta valores de r mayores o
iguales a 0.50 para definir una relacién confiable. Fi-
nalmente, se aplic6 la prueba t-Student, para esta-
blecer la significancia de la relacién. Todo el analisis
estadistico de los datos se realiz6 a un nivel de con-
fiabilidad del 95%, y con la ayuda del programa Mi-
crosoft Excel 2000 para Windows.

RESULTADOS

El analisis electroforético realizado a los 14 indi-
viduos con diagnéstico clinico de AD, revel6 que 13
resultaron homocigotos SS y uno fue heterocigoto
ASF1 (HbF: 2%). De los homocigotos SS, dos fue-
ron SSF1; uno fue SSF1A,t; mientras que el pacien-
te con diagnéstico de portador o tara drepanocitica,
se le comprob6 el fenotipo homocigoto SSF1 (HbF":
21%). Por otro lado, de los siete individuos con diag-
noéstico de anemia microcitica-hipocrémica, cinco
fueron HbAA, uno fue HbAAA,t y otro HbAAF1.
Ninguno de los productos de amplificacién para el
gen mutante revel6 la deleccion 3,7 del gen alfaglobi-
na, ni en los pacientes drepanociticos ni en los diag-
nosticados con anemia microcitica-hipocrémica.

Se logr6 determinar el hallazgo de al menos cua-
tro (19%) individuos con B-talasemia. Dentro de és-
tos se encuentran dos de los pacientes con diagnésti-
co clinico de AD: el que presenté el fenotipo
BS-homocigoto compuesto, fetal aumentada y mani-
festaciones clinicas moderadas (HbSSF1A,1); y el
otro,  talasémico con fenotipo S-heterocigoto com-
puesto, fetal aumentada y manifestaciones clinicas
moderadas (HbASF1).

De los pacientes con anemia microcitica hipocré-
mica; uno fue B-talasémico con fenotipo de hemoglo-
bina normal, fetal aumentada y curso clinico com-
plicado (HbAAF'1), y otro resulté B-talasémico con
fenotipo de hemoglobina normal y curso clinico be-
nigno (HbAAF1). Ambos presentaron valores de Hb
A, entre 2.5-3%.

Los individuos SS cursaron con niveles modera-
dos de anemia (Hb 8.6 = 1.1 g/dL), indices hemati-
métricos promedios normales, eosinofilia e indice
RDW elevado; no se hallé diferencia significativa (p
> 0.05) entre ninos y adultos. Los pacientes AA
mostraron anemia microcitica hipocrémica (Hb 9.5
+ 2.3 g/dL), con valores significativamente mayores
de GR (p £0.001) y menores de VCM (p <0.01) e in-
dice RDW (p < 0.001), con respecto a los pacientes
SS (Cuadro 1). Se observ6 mayor variacién en los
parametros hematolégicos eritrocitarios (Hb, Hcto,
GR e indices hematimétricos) en los individuos AA
(coeficiente de variaciéon 1 18%), que en los pacien-
tes SS (coeficiente de variacion 1 9%).

El 100% de los pacientes con AD (ocho nifos y
seis adultos) fue hospitalizado al menos una vez du-

Cuadro 1. Parametros hematoldgicos de pacientes con anemia drepanocitica (SS) y anemia microcitica hipocromica (AMH). Cumang, Estado Sucre.

Venezuela.
Parametros SS AMH
N =14 N=7

Media + DE Media + DE
Edad 17.1+13.9 95+134
Hb g/dL 86+1.1 95+23
Heto % 27.1+33 30.0+65
GR x10'2/ 29+04 41+1.0"
VCM fl 93.4+5.1 745+ 11.6*
CHCM g/dL 31.7+1.2 31.8+1.4
RDW % 215+3.4 16.2 £ 2.5***
GB x10%/1 12.3+3.7 10.5+4.1
Linf x10%/1 51+2.0 47+29
Seg x10%1 59.+2.4 52+23
Eos x10% 1.3+09 06+02*
Mon x109%/1 0.1+0.1 0.0+0.05

N: nimero de pacientes. DE: desviacion estandar. **p < 0.01 (muy significativo). ***p < 0.01 (altamente significativo).
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Cuadro 2. Algunas caracteristicas de morbilidad en pacientes con anemia dre|

panocitica. Cumana, Estado Sucre. Venezuela.

Nifios Adultos
Caracteristicas Media + DE Media + DE t
(Rango) (Rango)
Ingresos/afio 1.0+0.6 0.3+0.1
(0.3-1.3) (0.1-0.4) p<0.01*
Edad al 1° ingreso 24+24 105+7.2
(1-8) (0.75-21) p <0.05°
Edad de diagnéstico 41+3.6 11.4+78
de anemia drepanocitica (0.66-11) (0.58-21) p>0.05ns
Infecciones/afo 0.8+09 0.2+0.1
(0.2-3.0) (0.1-0.2) p < 0.05*
Transfusiones/afio 0.7+05 0,1+0.1
(0.2-1.2) (0.03-0.3) p <0.05*
Crisis/afio 05+0.3 0.2+0.1
(0.2-1.0) (0.1-0.3 p>0.05ns
Hepatomegalia/afio 0.3+0.2 0.1+0.1
(0.2-0,6) (0.04-0.2) p>0.05ns
Esplenomegalia/afio 05+0.3 0.05+0.03
(0.3-0.8) (0.02-0.8) p <0.05*

N: nimero de pacientes. DE: desviacion estandar.

t: t-Student. *p < 0.05 (significativo). **p < 0.01 (muy significativo). ns: p > 0.05 (no significativo).

Cuadro 3. Algunas caracteristicas de morbilidad en pacientes con ane-
mia microcitica hipocrémica, Cumana, Estado Sucre. Venezuela.

Caracteristicas Nifios Adultos
Media + DE Media + DE

(Rango) (Rango)

Ingresos/afo 1.0+£0.8
(0-2) 0.1

Edad al 1° ingreso 12+1.2

(0.2-3) 18
Edad de diagnostico 09+0.3 240+7.1
dela anemia (0.4-1) (19-29)

DE: desviacion estandar.

rante su vida y el motivo mas frecuente de admision
fue el sindrome anémico, acompanado de dolor y fie-
bre persistente. En los ninos, la edad del primer in-
greso resulté significativamente menor que en los
adultos, y fueron hospitalizados con mayor frecuen-
cia que los adultos (Cuadro 2).

Se observé que niveles bajos de hemoglobina y he-
matdcrito basal presentaron correlacion (r = -0.53 y
r = -0.56) con un mayor ntimero de crisis drepanoci-
ticas en los nifnos; mientras que en los adultos, valo-
res altos de VCM se correlacionaron con un mayor

numero de ingresos (r = 0.69) y de crisis drepanoci-
ticas (r = 0.96).

El 71% de los pacientes AA (cuatro ninos y una
mujer) fue alguna vez hospitalizado. No se hallaron
diferencias significativas (p > 0.05) con los pacien-
tes SS en cuanto al nimero de ingresos anuales,
edad de la primera hospitalizacién o la edad diagnés-
tico de la anemia (Cuadro 3).

Al igual que en los pacientes SS, las infecciones
gastrointestinales, respiratorias y las transfusiones,
fueron los hallazgos clinicos mas frecuentes (Cuadro
4, Figura 1). El diagnéstico clinico mas comun fue
anemia crénica persistente (57%). En la revision de
la historia clinica de estos pacientes, no se reporta-
ron diagnédsticos de B talasemia. No se encontré
correlacién estadistica entre la clinica y la hemato-
logia de los pacientes AA.

DISCUSION

En general, la historia clinica de los pacientes
con AD, revel6 un curso moderado de la enferme-
dad, es decir, sin la presencia de manifestaciones
severas comunes en estos pacientes tales como
sindrome agudo de pecho, cardiomegalia, deforma-
ciones 6seas, entre otras. Los ninos fueron hospita-
lizados con mayor frecuencia que los adultos. Aun-
que las transfusiones fueron comunes, el nimero
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Cuadro 4. Frecuencia de los hallazgos clinicos presentados en pacientes con anemia drepanocitica (SS) y microcitica hipocrémica (AMH). Cumana, Es-

tado Sucre. Venezuela.

Manifestacion clinica Pacientes SS Pacientes AMH
N % N %
Infecciones 14 100 5 7
Transfusiones 13 B 2 29
Hepatomegalia 7 50 0 0
Esplenomegalia 6 43 1 14
Traumatismos 4 29 0 0
Deformaciones 6seas 4 29 0 0
Tumores 4 29 0 0
Célculos 3 21 0 0
Artritis 3 21 0 0
N: nimero de pacientes.
80% ci6n el aumento del indice RDW, lo cual sugiere una
- IPacientes S deficiencia de hierro agregada; los pacientes evalua-
. dos pertenecen a los estratos mas pobres de la pobla-
60% [Pacientes AVIH cién (clase obrera y marginal), y es una realidad en
50% Venezuela y especificamente en el estado Sucre la
alta incidencia de anemia ferropénica.l”-1?
40% Al respecto, se ha observado la eosinofilia como un
30% patrén comin en la poblacién sucrense, y ha sido re-
- lacionada con parasitosis y cuadros asméaticos.20-22
0 En el estudio hematolégico de los pacientes SS se ob-
10% servo eosinofilia, y en 71% de los expedientes clinicos
0% se encontroé registro de infeccién de origen parasita-
I rio principalmente del tipo helmintico, resultando
racto gastro Pulmonares utaneas Oseas  Otros drganos J .  1e e
i testinal ésta la primera causa de hospitalizacion.

Figura 1. Frecuencia de infecciones en pacientes con anemia drepa-
nocitica (SS) y anemia microcitica-hipocrémica (AMH), Cumand, Estado
Sucre. Venezuela.

de las mismas fue menor a las referidas por otros
estudios.!415

Los valores de Hb y Hcto de los nifios SS, mos-
traron correlacién con el nimero de hospitalizacio-
nes. Otras investigaciones evidencian que niveles
elevados de hemoglobina total, son un factor de ries-
go para las crisis dolorosas y necrosis de la cabeza
del fémur,!® condicién que sélo se observé en un pa-
ciente adulto. Quiza los niveles de hemoglobina mos-
trados por los ninos SS en este estudio (rango 7.5 -
9.7 g/dL) no sean lo suficientemente elevados como
para producir un efecto deletéreo, o los niveles eleva-
dos de HbF en 38% de los ninos, influyeron benefi-
ciosamente. Por otro lado, aunque en los pacientes
con hemoglobinopatia SS, normalmente la anemia es
del tipo normocitica normocrémica, llama la aten-

La frecuencia de crisis dolorosas o crisis vaso-
oclusiva (CVO), fue menor a la descrita por otros
autores en Cuba,?3?* y semejante a la reportada en
Sicilia y Kuwait.?52% Nagel* expone que las principa-
les causas precipitantes de las CVO en la AD, son el
frio, el estrés y el ejercicio fisico, entre otras. El Es-
tado Sucre carece de los cambios climaticos que pue-
dan exacerbar las crisis drepanociticas. Se supone
que las causas precipitantes de las crisis drepanoci-
ticas en estos pacientes, fueron los cuadros infeccio-
sos, ya que bajo estas condiciones, el pH de la san-
gre se vuelve mas acido y esto contribuye al
aumento de la falciformacion.

En los adultos SS, los valores elevados de VCM
basal se correlacionaron significativamente con un
mayor namero de ingresos y de crisis drepanociti-
cas. Esta observacion no fue detectada en trabajos
similares,?” sin embargo, concuerda con la tesis de
que los niveles altos de VCM aumentan la viscosidad
sanguinea y retardan el flujo sanguineo, induciendo
la falciformacién y bloqueo de la microvasculatura
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(crisis vasooclusiva); esto provoca isquemia en
los tejidos y, en casos extremos, puede causar dafo a los
6rganos vitales, lo cual constituye la principal causa
de morbilidad y mortalidad de esta enfermedad.

Tanto ninos como adultos SS, presentaron hepato-
megalia y esplenomegalia, con caracteristicas de esta-
blecimiento crénico desde los dos hasta los 36 anos
inclusive, lo que sugiere que la autoesplenectomia no
es comun en estos pacientes. Los resultados coinci-
den con los reportados en otras areas geograficas.1®

Por otro lado, en pacientes clinicos con B-talase-
mia, niveles normales de A, podrian estar presentes,
tal como lo observaron Bravo et al.,?8 lo que corro-
bora que el paciente reportado como AS con anemia
microcitica hipocrémica y manifestaciones clinicas
similares a los homocigotos, podria presentar tam-
bién el fenotipo de S-B talasemia del tipo heterocigo-
to compuesto; al igual que el paciente AAF1, con
anemia microcitica hipocrémica, manifestaciones cli-
nicas severas, y niveles de Hb A, cercanos al 3%.

No se detectaron casos de la deleccién 3,7 de a-ta-
lasemia en esta investigacién, sin embargo, no se
descarta la presencia de esta mutacion o de otros ti-
pos de o-talasemia en la poblacién, ya que Arends et
al.,? encontraron una alta frecuencia de -07 -talase-
mia en pacientes portadores de al menos un gen S
provenientes de diferentes partes de Venezuela. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este estudio
concuerdan con los reportados en Grecia y Sicilia,
poblaciones donde la presencia de a-talasemia es
rara y no coinciden con la anemia drepanocitica.?®

Las manifestaciones clinicas y hematolégicas de
los pacientes con anemia drepanocitica y anemia mi-
crocitica hipocrémica aqui estudiados, pudiesen estar
moduladas al menos por dos factores genéticos, como
la persistencia de hemoglobina fetal y la presencia de
B talasemia; aunque no se descartan otras variables
genéticas, como, en el caso de los pacientes SS, los di-
ferentes haplotipos del gen BS que presenten.2?30 Se
descarta la -037 -talasemia como factor genético mo-
dulador de estas manifestaciones.

Debido a que la principal causa de hospitalizacio-
nes fue la infeccion gastrointestinal, se sugiere que
la presencia de parasitosis intestinales podria ser un
factor ambiental desencadenante de las crisis, por lo
que se podrian evitar cuadros agudos de descompen-
sacion en estos pacientes realizando regularmente
un control coproparasitolégico.
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