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Anemia hemolitica grave causada por hemoglobina
Southampton. Presentacion de caso clinico
Severe hemolytic anemia due to hemoglobin Southampton. Case report
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RESUMEN

Las hemoglobinopatias estructurales son variantes de la he-
moglobina caracterizadas por la sintesis de una molécula cua-
litativamente diferente de la normal. La mayoria son inocuas,
mientras que otras ocasionan cambios fisicoquimicos que de-
terminan manifestaciones clinicas de gravedad variable.

En el caso de las hemoglobinas inestables, las alteraciones re-
ducen la solubilidad y facilitan la formacién de complejos de
hemoglobina desnaturalizada (cuerpos de Heinz) que preci-
pitan, lo cual dafia la membrana y destruye prematuramente
al eritrocito.

Hasta la actualidad se han descrito 142 hemoglobinas inesta-
bles, muchas de ellas ocasionan hemdlisis crénica, que puede
exacerbarse por infecciones o por la ingesta de medicamentos
o drogas oxidantes. La hemoglobina Southampton (también
conocida como hemoglobina Casper) es una variante inestable
que resulta de la sustitucién de un residuo de leucina por uno
de prolina, en el codén 106 (CTG —-CCG], como consecuencia
de la mutacién ¢.320 T>C. Presentamos una nifia con anemia
hemolitica grave, esplenomegalia y requerimiento transfusio-
nal debidos a hemoglobina Southampton.

Palabras claves: anemia hemolitica, hemoglobina inestable, he-
moglobina anormal.

SUMMARY

Variant hemoglobins are the result of different types of mu-
tations that occur in the globin genes. In many cases, these
hemoglobinopathies are harmless, while in others they deter-
mine alterations in the physical and chemical properties rais-
ing clinical manifestations of variable severity. In the unstable
hemoglobinopathies, the changes reduce solubility, inducing
the formation of precipitates of denaturated hemoglobin (Heinz
bodies), which damage the membrane and finally destroy the
red blood cells prematurely. Up to now, more than 142 differ-
ent unstable hemoglobins have been described, most of them
cause chronic hemolysis, increased by infections or drugs. We
report the clinical presentation of an unstable hemoglobin (he-
moglobin Southampton) in a girl with severe hemolytic ane-
mia, splenomegaly and red blood cell requirement.

Key words: hemolytic anemia, unstable hemoglobin, abnormal he-
moglobin.
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INTRODUCCION

Las hemoglobinas inestables son el resultado
de sustituciones de aminoécidos en sitios criticos
de la molécula, que determinan la disminucién de
su solubilidad y facilitan la formacién de comple-
jos de hemoglobina desnaturalizada y precipita-
da, llamados cuerpos de Heinz.'? La inestabilidad
de la molécula puede deberse a: 1) sustituciones
de aminodacidos en la cavidad del grupo hemo;
2) alteraciéon de la estructura secundaria de la
hemoglobina; 3) sustitucién de un aminoacido
apolar por otro polar, con modificacién de la es-
tructura terciaria; 4) alteracién en la superficie de
contacto alfa/beta que ocasiona la disociaciéon de
las cadenas de globina.

Las hemoglobinas inestables tienen un patrén
de herencia dominante y dan sintomatologia en
los heterocigotas; aunque se han descripto, excep-
cionalmente, algunas formas homocigotas. Se han
comunicado mutaciones en diversos grupos étni-
cos y casi un tercio de ellas son de novo.?

La hemoglobina Southampton es una variante
estructural caracterizada por la sustitucién de un
residuo de leucina por uno de prolina en el codén
B106 (CTG -CCG], que lleva a la disminucién de
la solubilidad de la proteina. La hemoglobina pre-
cipitada y desnaturalizada es responsable tanto
del dafo de la membrana, como de la disminu-
cién de la vida media eritrocitaria.?

Se describen las caracteristicas clinicas, hema-
tologicas y moleculares en una nifia con anemia
hemolitica grave causada por esta variante de he-
moglobina.

CASO CLINICO

Nina de 3 anos de edad, que es derivada al
Hospital de Pediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”
con planteo diagndstico de talasemia mayor, para
asesoramiento terapéutico. Primera hija de un ma-
trimonio no consanguineo, nacida a término por
via vaginal, luego de un embarazo normal. Pre-
sentd ictericia durante el periodo perinatal, que
requirié luminoterapia por 7 dias, sin aclararse
su etiologia. A los 12 meses de vida comenzé con
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ictericia, orinas oscuras y anemia; requiri6 trans-
fusiones de glébulos rojos a periodos irregulares.
Los sintomas y signos se exacerbaron durante los
procesos infecciosos.

Al ingreso, el examen fisico mostré palidez e
ictericia cutaneomucosa, facies con frente y pému-
los prominentes y esplenomegalia. El estudio de
la paciente, a tres meses de la tiltima transfusion,
y de sus padres, incluy6 hemograma (autoanali-
zador hematolégico Sysmex XS800i), examen del
frotis de sangre periférica, recuento de reticuloci-
tos, electroforesis de hemoglobina en gel de agar a
pH alcalino (SEBIA), cuantificacién de hemoglobi-
na A, por cromatografia de intercambio aniénico
(HELENA), cuantificacién de hemoglobina fetal
por desnaturalizacién alcalina, metabolismo del
hierro, prueba de Brewer (pesquisa de déficit de
G6PD), prueba de isopropanol (Carrel y Kay para
pesquisa de hemoglobinas inestables) y btisqueda
de cuerpos de Heinz.

Los estudios de laboratorio (Tabla 1) revelaron
una anemia hemolitica con marcadas alteraciones

TaBLA 1. Resultados de laboratorio

en la morfologia eritrocitaria (Figura 1). En la pa-
ciente, tanto la prueba de isopropanol como los
cuerpos de Heinz fueron positivos (Figura 2), por
lo que se plante6 el diagnéstico de anemia hemoli-
tica crénica secundaria a hemoglobina inestable. La
evaluacion hematoldgica de los padres fue normal;
por lo tanto, y sobre la base de todos estos hallaz-
gos, se descart6 el diagndstico de talasemia mayor.

Se procedi6 a realizar el andlisis molecular en
ADN total aislado de leucocitos de sangre pe-
riférica mediante métodos convencionales. La
identificacién de mutaciones puntuales en el gen
HBB se realizé por PCR y posterior secuenciacion
con oligonucleétidos cebadores descriptos pre-
viamente;* se detect6 la mutaciéon puntual ¢.320
T>C (Leul07Pro), segiin nomenclatura sugerida
por la Human Genome Variation Society. Esta mu-
tacion, hallada en forma heterocigota en la pa-
ciente, determina la expresion de la hemoglobina
Southampton (f106(G8)Leu—Pro, CTG—-CCG).
La mutacién no fue detectada en los padres de la
paciente, cuya filiacién fue confirmada por ana-

Paciente Madre Padre
Hb (g/dl) 8,2 13,1 14,7
Hto (%) 29,1 38,7 42,2
VCM (fl) 93,9 88,2 86,7
CHCM (g/dl) 28,2 33,9 34,8
ADE (%) 27,7 12,8 124
Reticulocitos (%) 36,8 1,6 1,7

Morfologia eritrocitaria

LDH (UI/L)/BT-BD (mg/dl)/Haptoglobina (mg/dl)
Electroforesis de Hb gel de agar pH alcalino

Cuantificaciéon Hb A, (%)
Cuantificacion Hb F (%)

Cuerpos de inclusién

Prueba de isopropanol (Carrel y Kay)

Estudio molecular genes

Estudio molecular genes o

Anisocitosis +++; hipocromia++;
microcitosis ++; macrocitosis++;
esferocitos+; dacriocitos+;
ovalocitos++; eliptocitos+;

Anisocitosis +

Anisocitosis +

Eliptocitos+
dianocitos +; punteado baséfilo++;
policromatofilia++;
anillos de Cabot++
1853/8,74 - 0,43/<6 NR NR
A/F/A, A/A, A/A,
3,8 2,6 2,6
58 <2 <2
Positivos Negativos Negativos
Positiva Negativa Negativa
[B106(G8)Leu—Pro,CTG—CCG]. HBB:c.320T>C  HBB:c.320T>C
HBB:c.320T>C Ausente Ausente
Normal NR NR

Hb: hemoglobina: Hto: hematdcrito; VCM: volumen corpuscular medio; CHCM: concentracion hemoglobina corpuscular media;

ADE: amplitud de dispersién eritrocitaria: BT-BD: bilirrubina total y directa. NR: no realizado
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lisis de 16 microsatélites altamente informativos
(AmpFl STR IdentifilerTM PCR Amplification
Kit, Applied Biosystems, EE.UU.), lo cual indic6
la presencia de una mutacién de novo con expre-
sién fenotipica dominante.

El analisis molecular incluy6, ademas, la btis-
queda de alteraciones dentro del cluster alfa, a fin
de descartar la posibilidad de co-herencia con la
alteracion identificada en el gen HBB. Las delecio-
nes mas frecuentes [-03.7; -a4.2; --MED; (-0,)20.5]
fueron analizadas mediante la técnica GAP-PCR®
y la identificacién de mutaciones puntuales en
los genes HBA2 y HBA1 se realiz6 por PCR-se-
cuenciacion.® Dichos analisis descartaron la pre-
sencia de alteraciones en las regiones del cluster
alfa analizadas.

DISCUSION

La hemoglobina Southampton, también cono-
cida como hemoglobina Casper, fue descrita por
Hyde y cols., en 1972.7 Posteriormente se comu-
nicé en cinco pacientes en todo el mundo, entre
ellos, en un nifio argentino.®"

La sustitucién de prolina por leucina en la
posicién G8 106 de la cadena de beta globina in-
terrumpe la secuencia helicoidal y distorsiona
gravemente la estructura terciaria de la molécula
de hemoglobina, en el punto de unién con el he-
mo. Se produce asi la pérdida del grupo hemo de
las subunidades afectadas. Los grupos hemo li-
bres inducen la desnaturalizacién y posterior pre-
cipitacién de la molécula de hemoglobina, lo que
genera el dano de la membrana y la destruccién
temprana de los eritrocitos; cuyo resultado es una
anemia hemolitica crénica.’?

La hemoglobina Southampton es una variante
estructural eléctricamente silente, esto determina
la ausencia de banda anémala en la electroforesis
de hemoglobinas. La desnaturalizacién selecti-
va y posterior remocién de la variante inestable,
puede dar como resultado una cuantificacién de
hemoglobina A, falsamente aumentada, como se
observo en la paciente.?

La prueba de inestabilidad (Carrel y Kay) po-
sitiva y la deteccion de los cuerpos de Heinz po-
ne en evidencia la inestabilidad de la molécula de
hemoglobina. Si bien las pruebas pueden ser ne-
gativas en pacientes recientemente transfundidos
o no esplenectomizados, en la paciente arrojaron
datos positivos, lo cual facilit6 el diagnoéstico he-
matolégico. El analisis molecular define al defec-
to y posibilita el consejo genético familiar. Como

Ficura 2. Tincion de azul brillante de Cresilo, 100X

1. Cuerpos de Heinz

FiGura 1. Frotis de sangre periférica, tincion de May-Giinwald-Giemsa, 100X
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TRnTE

1. Policromatofilia; 2. Punteado basdfilo; 3. Hlpocromla, 4. Esferocito; 5. Ovalocito.
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la mayoria de las hemoglobinas inestables, la pa-
ciente presenta una mutacion de novo, corrobora-
da tanto por el estudio molecular normal de sus
padres como por el estudio confirmatorio de la
paternidad. Sin embargo, no puede descartarse la
presencia de un mosaicismo germinal en alguno
de los padres de la nifia.

Las manifestaciones clinicas y hematoldgicas
de la hemoglobina Southampton no difieren de
las que se observan en otras anemias hemoliticas
crénicas, a saber: empeoramiento de la anemia
desencadenada por infecciones o por la ingesta
de farmacos oxidantes, crisis aplasica secundaria
a infeccién por parvovirus y litiasis vesicular.'

Por tratarse de una hemoglobina inestable, ade-
mas de la suplementacién con 4cido f6lico, los pa-
cientes deben evitar la ingesta de alimentos o de
farmacos potencialmente oxidantes. Las transfusio-
nes de glébulos rojos se indican de acuerdo a la si-
tuacion clinica del paciente. La esplenectomia sélo
se realiza en aquellos con hemdlisis grave, a fin de
eliminar o reducir el requerimiento transfusional.?

La hemoglobina Southampton debe ser sospe-
chada en pacientes con anemia hemolitica crénica,
con prueba de Carrel y Kay positiva y presencia
de cuerpos de Heinz, siendo indispensable la rea-
lizacién del estudio molecular para la caracteriza-
cién final del defecto de la proteina. B
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