Hemoglobinas anormales en la poblacion neonatal de Costa Rica
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Abstract: Abnormal haemoglobins in the newborn human population of Costa Rica. Hemoglobinopathies
are hereditary autosomic recessive diseases. A total of 70 943 samples of whole blood collected by heel prick in
filter paper (S&S 903) from throughout Costa Rica (October 2005-October 2006) were analyzed to detect vari-
ants of hemoglobin by the iso-electric focusing technique. Eight hundred ninety one cases presented some vari-
ant, for a frecuency of 1/79. Five cases are homozygous for hemoglobin S (sickle cell disease) and one shows the
double heterozygous genotype SC. In this study the S and C variants of hemoglobin, although with some local
differences, are widespread all over the country. Thus, the prevention of new cases is important through the test-
ing of hemoglobin in the Costa Rican National Newborn Screening Program, together with a Interdisciplinary
National Program of Education for the disease and carrier status (AS/AC) for patients, families and medicar

personnel. This is the basis for proper genetic counseling, to improve treatment and to reduce morbi-mortality.
Rev. Biol. Trop. 56 (3): 995-1001. Epub 2008 September 30.
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Las hemoglobinopatias son trastornos
hereditarios autosémicos recesivos del gen de
la hemoglobina. Se debe distinguir entre el por-
tador heterocigoto asintomatico que solamente
presenta de la afeccion de un alelo del gen de
la globina pero con capacidad de transmitir el
defecto a sus descendientes y los homocigotos
o dobles heterocigotos que si sufren la enfer-
medad (Davies et al. 2000).

Las hemoglobinopatias son producto de un
trastorno de la molécula de hemoglobina (Hb)
que pueden ocurrir por el simple cambio de un
aminoacido en una de las cadenas (alfa o beta)
de la globina, o por la falta de sintesis (total
o parcial), de una de estas cadenas. En el pri-
mer caso se designan como hemoglobinopatias
estructurales por mutacion puntual del ADN,
en el segundo caso se denotan como talasemias.
Ambeas alteraciones cualitativas y cuantitativas

pueden coexistir produciendo las hemoglobi-
nopatias talasémicas -HbS+beta Tal- (Martinez
et al. 1997).

Los defectos en la molécula de hemog-
lobina afectan millones de personas en todo
el mundo, causando un alto grado de morbi-
mortalidad (Malcorra 2001). En la actualidad
se han descrito 600 variantes (Davies et al.
2000), y se considera como el error congénito
mas frecuente en poblaciones africanas, del
mediterraneo, Asia, Caribe, América Central
y del Sur.

Se ha calculado para América Latina una
probabilidad de anemia falciforme (HbSS) de
0.16 /1000 y para talasemia de 0.1/1000. En
poblaciones de origen africano-caribefio se ha
calculado una frecuencia de 6.1% a 18% para
HbS y de 0 a 5% para HbC (OPS 1987, Martinez
et al. 1997, Dulin et al. 2003, OMS 2005).
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No todas las hemoglobinopatias producen
manifestaciones clinicas, sin embargo cuando
éstas ocurren son variadas, presentindose en
forma asintomatica, leve o severa, como es el
caso de la Hemoglobinopatia S homocigota, que
presenta cuadros de anemia hemolitica cronica.

Estudios poblacionales multirraciales dan
lugar al conocimiento de nuevas variantes de
hemoglobina no descritas anteriormente asi
como nuevas distribuciones geograficas proba-
blemente por el movimiento poblacional a lo
largo del mundo.

Actualmente se acepta que América estaba
libre de malaria y exenta de hemoglobinopa-
tias antes de la llegada de los europeos. Esto
fue demostrado en estudios de amerindios de
América del sur que viven en zonas infestadas
de Plasmodium y presentaron homocigosis
para hemoglobina A (AA) (Saenz 2005).

El flujo génico de la HbS en América pro-
viene exclusivamente del Africa, a excepcion
de una pequeia fraccion aportada por inmi-
grantes europeos. Los genes talasémicos tienen
un origen mas amplio, fueron introducidos por
europeos y en menor proporcion por africanos
y asiaticos (Martinez et al.1985.)

En Costa Rica la busqueda intencional de
hemoglobinas anormales se inicia desde 1966
(Saenz 2005) al realizar un estudio en la pobla-
cion del canton de Santa Cruz, Guanacaste
detectando un 7.5% de muestras positivas por
drepanocitosis y un caso homocigoto para
hemoglobina S.

El analisis e investigacion de las hemoglo-
binas en nuestro pais comienza en los afios 80
con la creacion del Centro de Investigacion en
Hemoglobinas Anormales y Trastornos Afines
(CIHATA) de la Facultad de Microbiologia de
la Universidad de Costa Rica, gracias a ello se
han descubierto varias hemoglobinas autdcto-
nas ( Saenz 2005 ).

En la Actualidad el CIHATA realiza téc-
nicas en biologia molecular (deteccion de
halotipos) por lo que es posible rastrear la pro-
cedencia de las mutaciones en la hemoglobina,
proporcionando informacion antropoldgica que
relaciona el cuadro clinico con la sobrevida del
paciente (Rodriguez et al. 1998).

En octubre 2005, el Programa Nacional
de Tamizaje Neonatal inicia pioneramente la
deteccion de hemoglobinas anormales en toda
la poblacion neonatal costarricense, con una
cobertura actual del 99%, con el fin de detectar
y tratar a los enfermos por hemoglobinas anor-
males desde el nacimiento, favoreciendo su
tratamiento y seguimiento con claras ventajas
para pacientes y sus familiares.

El presente trabajo tiene el objetivo de
establecer la incidencia de las diferentes hemo-
globinopatias en la poblacion neonatal nacida
en Costa Rica desde Octubre 2005 a Octubre
2006 como un aporte para conocer mejor la
realidad nacional de las hemoglobinopatias,
destacando la importancia de su deteccion en
la poblacion neonatal.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién estudiada: Se analizé un total
de 70 943 muestras de sangre total en papel fil-
tro S&S 903, proveniente de neonatos de Costa
Rica. Las muestras ingresaron al Laboratorio
de Tamizaje Neonatal de Costa Rica entre octu-
bre 2005 y octubre 2006.

Obtencion del espécimen: La deteccion
de hemoglobinas anormales se realiza utilizan-
do sangre obtenida por puncion del talon en los
4 a 7 dias posteriores al nacimiento del nifo(a).
Las muestras provienen principalmente de cada
uno de los 718 centros de recoleccion ubicados
en todo el pais (Hospitales, Clinicas, Areas de
Salud y EBAIS) gracias a la Seguridad Social
(CCSS).

La deteccion de variantes de hemoglobina
se lleva a cabo mediante la técnica de isoelec-
troenfoque que separa las diferentes proteinas
de la hemoglobina en bandas, a través de su
punto isoeléctrico (carga neta de la proteina
es cero). Toda muestra que presente una banda
sospechosa es reanalizada por el mismo sis-
tema de isoelectroenfoque. Si la positividad
permanece se recolecta muestra del padre, la
madre y el neonato para posterior analisis por
punto isoeléctrico. Los casos homocigotos o
doble heterocigoto son referidos al Servicio de
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Hematologia del Hospital Nacional de Nifios
para tratamiento y seguimiento. Los casos
de portadores heterocigotos son notificados
al centro de recoleccion de donde procede la
muestra para consejo genético a la familia.

Procedimiento de laboratorio: Las mues-
tras fueron tratadas con 18 pL del reactivo de
elusion del kit para hemoglobinas de la casa
Perkin Elmer por espacio de 30 minutos.

Se procede a realizar una electroforesis de
agarosa que contiene anfolitos que permiten un
gradiente de pH 6-8 favoreciendo la distribu-
cion de los diferentes puntos isoeléctricos, bajo
las siguientes condiciones: 1400 V, 300mA, 40
watts, por espacio de una hora treinta minutos,
posterior a esto, se precipita la proteina del gel
con acido tricloroacético al 10 % (10 minutos)
para luego lavarlo con agua destilada por una
hora con cambios del liquido cada 15 minutos.

Se realiza el secado del gel en un secador
de geles FR-9610 Perkin Elmer por espacio
de una hora y se obtienen los resultados con-
firmados, al repetir muestras sospechosas por
duplicado.

La cuantificacion de la hemoglobina se
realiza con el sistema Perkin Elmer IsoScan
imagen.

Para asegurar la garantia de calidad se
mantiene un control externo con los Centers for
Disease Control (CDC) en Atlanta (EEUU), el
informe del resultado incluye el fenotipo y el
diagnéstico clinico de cada una de las cinco
muestras recibidas trimestralmente.

RESULTADOS

De las 70 943 muestras de sangre seca de
neonatos se detectaron 897 casos con alguna
variante de hemoglobina para una frecuencia
de 1/79 .Es importante destacar que la cobertu-
ra del estudio comprende el 99 % de neonatos
nacidos en el pais por lo que los valores obteni-
dos pueden extrapolarse a cifras muy cercanas
a la incidencia real.

Geograficamente la provincia que presenta
mayor porcentaje de casos es San José (23.3%),
seguido por las provincias de Guanacaste

(18.1%) y Limén (17.2%). En menor proporcion
Alajuela y Puntarenas presentan valores de 14%
y 11.8% respectivamente. Heredia y Cartago son
la provincias con menor afeccion con un 5.8% y
4.8%, respectivamente (Cuadro 1).

De acuerdo al tipo de hemoglobina anormal
encontrada en nuestra poblacion; se clasifico 5
casos como homocigotos para hemoglobina S
con fenotipo neonatal (FSS) que corresponde a
una frecuencia de 1/14 (189 tamizados). En el
caso del fenotipo neonatal FCC no se detecto
ninguno, y para el caso de doble heterocigoto
(FSC) se detectd uno solo con una frecuencia
de 1/70 943.

El rasgo falciforme fenotipo neonatal FAS
se encontrd en 765 casos, para hemoglobina
C en 53, para hemoglobina D en 25 y en 3
casos para hemoglobinas indeterminadas. Las
frecuencias fueron respectivamente: FAS 1/93,
FAC 1/1339, FAD 1/2838 y FAX 1/23648
(Cuadro 1).

Los falsos positivos tuvieron una frecuen-
cia de aparicion de 1/1 819.

Todos los nifios homocigotos y doble
heterocigoto fueron remitidos al Servicio de
Hematologia del Hospital Nacional de Nifios
para ser incluidos en el protocolo de tratamien-
to y seguimiento de estas enfermedades.

CUADRO 1
Distribucion de las muestras con hemoglobina anormal
por provincias
Costa Rica 2005-2006. (Programa Nacional de Tamizaje
Neonatal).

TABLE 1
Distribution of samples with abnormal hemoglobin by
provinces. Costa Rica 2005-2006. (National Neonatal
Screening Program)

Provincia Frecuencia (%)
San José 283
Guanacaste 18.1
Limon 17.2
Alajuela 14.0
Puntarenas 11.8
Heredia 5.8
Cartago 4.8
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Se encontré un 15 % de muestras (109
casos) de nifios con padres de procedencia
extranjera.

La distribucion por provincia para hemo-
globina S fue la siguiente: de los 765 casos
detectados la mayor proporcion correspon-
de a San José con 209 (27.3%) seguido de
Guanacaste con 144 casos (18.8%) y Limoén
con 126casos (16.5%). Alajuela y Puntarenas
lo presentd en menor grado 116 casos (15.2%)
y 92 casos (12%). Heredia y Cartago son las
provincias menos afectadas 45 casos (5.9%) y
33 casos (4.3%) respectivamente.

En el caso de la hemoglobina C se detecta-
ron 53 portadores y se encontré una mayor pro-
porcién en Limoén 18 casos (34.1%), seguido de
San José 17 casos (32%), Guanacaste 5 casos
(9.4%), Alajuela y Puntarenas con 4 casos
cada una (7.5%), Heredia con 3 casos (5.7%) y
Cartago con 2 casos (3.8%).

La hemoglobina D fue detectada en todas
las provincias con la siguiente distribucion:
9 casos para San José¢ (36%), 6 casos en
Guanacaste (24%), seguido de 3 casos en
Puntarenas (12%) y Cartago. En Alajuela 2
casos (8%) y Limén y Heredia solamente 1
(4%) (Cuadro 2).

CUADRO 2
Distribucion de casos de las hemoglobinas anormales
encontradas por provincia
Costa Rica 2005-2006. (Programa Nacional de Tamizaje
Neonatal)

TABLE 2
Distribution of cases of abnormal hemoglobin found by
province Costa Rica, 2005-2006. (National Neonatal
Screening Program)

Provincia HbS HbC HbD
San José 209 17 9
Guanacaste 144 5 6
Limén 126 18 1
Alajuela 116 4 2
Puntarenas 92 4 3
Heredia 45 3 1
Cartago 33 2 3
Total 765 53 25

DISCUSION

En el continente americano, la presencia
de hemoglobinas anormales es producto de la
inmigracién y entrecruzamiento de diversas
poblaciones europeas y africanas con los grupos
amerindios residentes, provocando una mezcla
racial con la introduccién de mutaciones en el
gen de la hemoglobina. La accesibilidad de las
comunicaciones junto con el transito humano
ha favorecido que la poblacion blanca america-
na (Martinez et al. 1985, Saenz 2005) presente
dichas alteraciones por lo que la presencia de
hemoglobina S o de otras hemoglobinas anor-
males no debe relacionarse inicamente con el
grupo étnico negro (Rodriguez et al. 1998).

La frecuencia de hemoglobina S en
América tropical es de 71.8% (Malcorra 2001,
Machin et al.2004).

En este estudio los datos demuestran que
la poblacién neonatal costarricense exhibe dos
importantes mutaciones en su molécula de
hemoglobina presentando caracteristicas feno-
tipicas de hemoglobina S y hemoglobina C
en mayor proporcion y unos pocos casos para
hemoglobina D.

Hemoglobina S, ampliamente distribuida
por todo el pais, se exhibe con mayor fre-
cuencia en la poblacion de San José, resultado
probablemente de la migracion de individuos
de las provincias hacia el centro de la capital al
igual que la permanencia de extranjeros (nica-
ragiienses, panamefos, caribefios espaioles,
orientales, entre otros) quienes se mezclan con
citadinos generando nuevas mezclas génicas de
las variantes ya existentes en la zona.

Guanacaste es la segunda provincia que
exhibe mayor cantidad de casos de hemoglo-
bina S. El principal reservorio de la mutacion
para hemoglobina S se encuentra en Africa
Central y ésta llega a nuestro pais por .medio
del trasiego de grupos étnicos negros de Cuba
hacia nuestro pais y al influjo migratorio de
negros procedentes de Panama y Nicaragua,
asi como esclavos que acompafiaron a los
conquistadores en los albores de la colonia.
Heredia y Cartago no estan exentos de hemog-
lobina S pero son ciudades menos influidas por
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migraciones de esclavos negros en épocas de la
colonia (Rodriguez et al. 1998).

Limon ocupa el tercer lugar de frecuencia
en casos para hemoglobina S, probablemente
por la misma migracion de sus pobladores
hacia la zona central del pais u otras zonas
lo que favorece la amplia distribucion de esta
mutacion.

Estos datos indican que el tamizaje de
hemoglobinas anormales debe orientarse y
realizarse en toda la poblacion tanto caucasi-
ca como étnia negra por que ambas estan en
riesgo.

Para la mutacion de la caracteristica feno-
tipica C, Limén presenta la mayoria de casos,
en segundo lugar San José y en tercer lugar
Guanacaste.

La mutacién en la molécula de hemoglo-
bina para la caracteristica C es originaria de
Africa Occidental. En Costa Rica una parte
importante de la poblacion negra del Atlantico
provenia de zonas de Benin, y territorios cir-
cundantes africanos con alta frecuencia de
hemoglobina C (Saenz 2005). La zona de
Limon por ser portuaria recibe mucha influen-
cia extranjera lo que favorece la aparicion de
esta caracteristica fenotipica.

En las islas y regiones que forman la
Cuenca del Caribe la frecuencia de HbC es
de 1.2 a 6.4%. (Malcorra 2001, Machin et al.
2004, Salazar 2004).

La caracteristica fenotipica S es mucho
mas frecuente en el pais que la C, sin embargo
la hemoglobina C también se encuentra distri-
buida por todo el pais.

La caracteristica fenotipica D, originaria
de la India se detectd en solo 25 casos.

De los casos detectados como enfermos
observamos 5 del fenotipo FSS y solamente
uno del fenotipo FSC.

El curso clinico de la enfermedad por
hemoglobina S se caracteriza por una anemia
cronica con episodios intercalados de crisis
hemolitica. En ausencia de las crisis la sintoma-
tologia anémica es escasa. La gravedad del cua-
dro clinico depende en parte de la concentracion
de hemoglobina fetal ya que cuanto mayor sea
ésta, menor serd la posibilidad de que el eritro-

cito experimente alteraciones irreversibles de su
forma y funcién. La mayoria de los pacientes
sufren trastornos constitucionales con retraso en
el crecimiento y las manifestaciones clinicas son
consecuencia de las crisis vaso-oclusivas produ-
cidas por la obstruccion del sistema vascular por
los agregados de eritocitos.

Las crisis suelen desencadenarse por infec-
ciones bacterianas o viricas, deshidratacion,
desoxigenacion o frio y se acompafian de dolor
abdominal, dolor articular, 6seo y pleuritico.
Los fendomenos oclusivos de la circulacion
cerebral y 6sea son los mas graves. Se pue-
den producir convulsiones, déficit neurologico
grave e incluso coma. Oclusiones vasculares
en los huesos favorecen la aparicion de areca
de infarto sobre todo en vértebras y necrosis
aséptica de la cabeza del fémur. Las manifes-
taciones viscerales afectan todos los 6rganos y
sistemas. La insuficiencia sanguinea produce
infartos en la micro circulacion del ojo e infar-
tos hepaticos. Las alteraciones circulatorias
cutaneas favorecen la aparicion de tlceras, con
mayor frecuencia en los tobillos (Martinez et
al. 1997).

Una de las complicaciones mas graves la
constituyen las crisis aplasticas que pueden
deberse a infeccion por parvo virus o a un défi-
cit de folatos.

El tratamiento se dirige a la prevencion
de las crisis, evitando las infecciones, la des-
hidratacion, la estasis circulatoria y el frio. La
oxigenoterapia no mejora el cuadro clinico.
Farmacos que aumenten la sintesis de hemog-
lobina fetal como la hidroxiurea parecen tener
buen resultado en el tratamiento de las drepa-
nocitosis. Segtin lo sefialado anteriormente, la
administracion de suplementos de acido félico
es importante.

La Hemoglobinopatia SC produce un cua-
dro clinico menos grave que la HbSS, el cre-
cimiento y desarrollo sexual son normales, la
anemia es leve y las crisis convulsivas escasas,
sin embargo, la afeccion retiniana es mas grave
que en HbSS y los accidentes tromboticos son
mas frecuentes.(Malcorra 2001).

La caracteristica fenotipica de portador
(rasgo) de una hemoglobina anormal (AS, AC)
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raras veces presenta sintomatologia o alteracio-
nes del hemograma a menos que las condicio-
nes ambientales sean extremas, como hipoxia
o deshidratacion. El rasgo drepanocitico no
requiere tratamiento (AS, AC).

La hemoglobina D como caracteristica
fenotipica de portador no presenta trastorno cli-
nico alguno (estado heterocigoto AD), pero en
estado homocigoto (DD) produce una anemia
hemolitica discreta, y aunque no se producen
alteraciones clinicas el hemograma es seme-
jante al de las talasemias y se puede observar
microcitosis discreta.

El porcentaje de mortalidad de nifios
menores de 5 afos enfermos por drepanocito-
sis es del ambito del 25 al 30% produciéndose
secundariamente a infecciones fatales, secues-
tro esplénico o crisis aplasticas (Laird et al.
1996, Machin et al. 2004).

Este estudio demuestra una amplia distribu-
cion de portadores de variantes de hemoglobina
que favorece la aparicion de nuevos casos de
enfermos sobre todo para la caracteristica fenoti-
pica S y C. Ademas nos lleva a pensar en la apa-
ricion de nuevas variantes genéticas producto de
mezclas raciales que podrian favorecer estados
de enfermedad. Con el tamizaje masivo neonatal
para hemoglobinas en la poblacion costarricense
se hace factible la deteccion temprana de la
anemia drepanocitica y otras hemoglobinopatias
por defectos en cadenas alfa y beta, lo que per-
mite tratarlas y controlarlas desde el inicio de
su aparicion, favoreciendo no solo la sobrevida
del paciente si no significativamente una mejor
calidad de vida. Por otro lado, la deteccion de
portadores junto con un programa de educacion
sanitaria con el consejo genético prevendria la
aparicion de nuevos casos.

La vigilancia epidemioldgica y la educa-
cion sanitaria deben actuar a nivel comunitario
a través de los sistemas de atencion primaria
existente favoreciendo la concientizacion de la
poblacion con respecto al problema y prolongar
la supervivencia de los afectados con mejor
calidad de vida.

Unido a la deteccidon temprana que realiza
el Programa de Tamizaje Neonatal se requiere
establecer un Programa Nacional Educativo

Interdisciplinario dirigido a médicos generales,
enfermeros y pediatras de los diferentes centros
hospitalarios, Clinicas y EBAIS de todas las
zonas del pais para orientarlos hacia un mejor
manejo del paciente en el proceso de crisis y
consejo genético a las familias portadoras o que
padezcan la enfermedad.

La efectividad de estos programas esta-
blecidos en otros paises como EEUU, Brasil
Espana, Inglaterra ha sido demostrada ( Pereira
1996, Davies et al. 2000, Dulin et al. 2003,
Salazar 2004,).

El analisis de costo por prueba por individuo
para programas de tamizaje de hemoglobinopa-
tias que se realicen con una poblacién neonatal
sobre los 25 000 nacimientos por afio hasta 40
000 nacimientos por afio, y que utilizan técnicas
de isoelectroenfoque y HPLC (Cromatografia
liquida de alta resoluciéon) son muy similares.
El beneficio del HPLC radica en que se puede
trabajar muestras a gran escala en programas de
tamizaje neonatal, sin embargo, el isoelectroenfo-
que provee mas informacion por tener una mayor
resolucion en la separcion de bandas (Davies et
al. 2000). Muchos paises han optado por utilizar
ambos métodos para mejorar el diagnostico de
laboratorio y orientar mejor la clinica.

Si nos enfocamos en el costo-beneficio
para el paciente, el valor de la vida y las posi-
bles secuelas que un nifio con hemoglobinopa-
tia haya padecido (como meningitis bacteriana
con sordera, ceguera, retraso psicomotor entre
otras) es incalculable por qué la deteccion
temprana esta mas que justificada. . La detec-
cion precoz permite programas de seguimiento
especificos y mejor manejo de los enfermos por
parte del personal de salud y los familiares, que
aseguran la reduccion de la morbi-mortalidad.

Es importante comprender que el objetivo
real costo beneficio debe ser visto en términos
de beneficio del afectado y sus familiares.

RESUMEN

Se han analizado un total de 70 943 muestras de
sangre total en papel filtro S&S 903 de neonatos de
Costa Rica (octubre 2005 a Octubre 2006) con el fin de
detectar variantes de hemoglobina mediante la técnica de
isoelectroenfoque. Se detectaron 891 casos con alguna
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variante para una frecuencia de 1/79. Se clasifican 5 casos
homocigotos para hemoglobina S (anemia drepanocitica o
anemia falciforme) y un caso doble heterocigoto para SC.
En este estudio se demuestra que las variantes fenotipicas
de hemoglobina S como la C, se encuentran distribuidas
por todo el pais con algunas diferencias locales, razén
por la cual es importante que la prevencion de nuevos
casos se realicé a través de nuestro Programa Nacional
de Tamizaje de Hemoglobinas junto con un Programa
Nacional Interdisciplinario de Educacion para el portador
del rasgo (AS/AC) como, para el enfermo y su familia; al
igual que la instauracion de programas dirigidos a médicos
generales y enfermeras en todas las regiones de salud del
pais, para asegurar consejo genético a portadores y enfer-
mos, y a la vez, mejorar los sistemas de tratamiento a los
pacientes para reducir la morbi -mortalidad.

Palabras clave: hemoglobinopatias, tamizaje neonatal,
anemia drepanocitica, isoelectro-enfoque. Hemoglobina S,
Hemoglobina C, Costa Rica.
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