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INTRODUCCION

1.- BREVES REFERENCIAS HISTORICAS.

La primera descripcién escrita de lo que pudo ser una anemia hemolitica fue realizada
por Claudio Galeno en el aifio 150 a.C. quien describié una anemia hemolitica secundaria por
mordedura de vibora en un esclavo cazador de serpientes. La comprension de Galeno de la
fisiologia era tal que implicé al bazo en el proceso de la decoloracién subita de la piel.
Posteriormente los primeros casos de anemia hemolitica descritos fueron los de Ia
hemoglobinuria paroxistica al frio, observados por Johannis Actuarius en Constantinopla, al final
del siglo Xlll, quien dio cuenta del paso de orina oscura después de la exposicidén a clima gélido.
A pesar del interés por la sangre, la primera observacion de los eritrocitos probablemente no fue
hecha hasta 1661 por Malpighi, 10 afos después de la aparicién del microscopio. Pero es Van
Leeuwenhoek quien una década después realizd una descripcidén detallada de los gldbulos rojos
humanos, estableciendo su tamafio en aproximadamente 1/3.000 de una pulgada mediante la
comparacién de un eritrocito con un grano de arena de tamafio conocido. John Huxham, en
1770, describié cambios morfolégicos en eritrocitos degenerados y atribuyd a esas células la
aparicion de hemoglobina en orina. En 1843, Andral describio el estado de anemia sin haber

mediado pérdida visible de sangre [1].

El concepto de la destruccién prematura de eritrocitos como un proceso patolégico fue
sugerido por primera vez en 1871 por Vanlair y Masius, describiendo una paciente con ictericia y
marcada esplenomegalia, sin hepatomegalia, que presentaba ataques recurrentes de dolor
agudo en abdomen superior. La madre y la hermana presentaban sintomatologia similar. Si bien
los autores no mencionaron la anemia ni plantearon el concepto de hemélisis como un proceso
patoldgico, el valor de esta publicacién residié en la descripcién de la presencia de pequefios
glébulos rojos esféricos que denominaron microcitos. Fue la primera descripciéon importante de

una esferocitosis hereditaria [1].

Hayem en 1898 y Minkowski en 1900 mostraron por primera vez que la ictericia asociada
a la anemia hemolitica era diferente a la secundaria a procesos hepaticos. Hayem no la describid
como anemia hemolitica sino como “ictericia esplenomegalica infecciosa crénica”. Fue
Minkowski quien asocié la anemia con la urobilinuria y la esplenomegalia, postulando que la
destruccién de los eritrocitos era atribuible a lesiones en el bazo. De esta manera, es a

Minkowski a quien se le atribuye el haber reconocido la ictericia como un proceso asociado a la
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anemia hemolitica. En la primera década del siglo XX, Chauffard describio la prueba de fragilidad
osmotica que le permitié observar que los eritrocitos de pacientes con ictericia congénita
hemolizaban en soluciones salinas hipotdnicas mientras que los eritrocitos de individuos
normales no lo hacian. Las observaciones de ambos autores llevaron a que posteriormente, y
durante muchos afios, la Esferocitosis Hereditaria fuera denominada como enfermedad de

“Minkowski-Chauffard” [1].

Entre 1908 y 1912, Widal, Abrami y Brule introdujeron el término anemia hemolitica
adquirida. Estos investigadores describieron la ictericia hemolitica no congénita ni familiar, que
podia aparecer gradual o abruptamente durante el curso de varias enfermedades o bien no
asociada a ninguna enfermedad subyacente, casos que eran similares a los descriptos por
Hayem 10 afios antes. Los pacientes presentaban reticulocitosis, pero la alteracion de la prueba
de fragilidad era menos marcada que la obtenida en las formas congénitas. De esta manera
guedaron definidas dos tipos de anemias hemoliticas: las congénitas de Minkowski y Chauffard y
las adquiridas de Hayem y Widal. La ictericia familiar con anemia moderada con presencia de
pequefios esferocitos fue la primera de esta forma reconocida por primera vez a finales del siglo
XIX. Dacie [2] revisé en detalle este desorden y su patréon de herencia. En 1925, Cooley y Lee [3]
describieron una forma severa de anemia que ocurria en edades tempranas de la vida asociada a
esplenomegalia y trastornos 6seos. Posteriormente, la descripcion de multiples casos similares
permitid conocer el patrén hereditario de esta anemia y su denominacién como “talasemia-

mediterranea”.

Hasta 1940 el hematie fue considerado como una célula inerte cuya funcién era
simplemente contener hemoglobina. Sin embargo, posteriores estudios bioquimicos
demostraron que el hematie era una célula dindmica y que requeria un metabolismo energético
para mantener un equilibrio. En 1956, Carson et al, [4] demostraron que los hematies de
ciertos pacientes desarrollaban hemolisis cuando recibian primaquina y que estos hematies eran
deficientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Este descubrimiento dio lugar a una mejor

compresion de las rutas metabdlicas del hematie y al hallazgo de otras deficiencias enzimaticas.
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2.- EPIDEMIOLOGIA DE LAS ANEMIAS HEMOLITICAS
HEREDITARIAS.

La epidemiologia de la anemias hemoliticas congénitas es bastante desconocida. El
escaso interés que plantea este tipo de anemias desde el punto de vista de salud publica ha
hecho que los registros epidemioldgicos que existen en nuestro medio sean escasos, y solo
disponemos datos de publicaciones aisladas en determinadas regiones o en determinadas area
de salud de una Comunidad Auténoma. En la Comunidad auténoma de la Region de Murcia no
existen registros epidemiolégicos ni actualmente se ha implantado un programa de screening
neonatal como en otras comunidades, a pesar de los esfuerzos del Servicio de Hematologia y la
Unidad de Genética. Dentro del mundo de las anemias hemoliticas hereditarias, la epidemiologia
mejor conocida es la de las talasemias y hemoglobinopatias, que es la que mayor interés clinico
ha suscitado debido a los movimientos migratorios y al desarrollo a los programas de screening

neonatal dirigidos a la deteccién precoz de los nifios con drepanocitosis.

El portal ITHANET (http://www.ithanet.eu) alberga una de las bases de datos mas grandes con

las mutaciones mas recientes en talasemias y hemoglobinopatias, ofreciendo informacién de
forma flexible sobre la frecuencia y distribucion de las mutaciones descritas por areas
geograficas, sobre la relacién genotipo-fenotipo, convirtiéndose asi en una referencia
imprescindible para los clinicos e investigadores. El portal Globin Gene Server

(http://globin.cse.psu.edu) proporciona informacién y herramientas para el estudio de la

funcién de secuencias de ADN, con énfasis en las que participan en la produccion de
hemoglobina. Incluye informacién sobre mutaciones humanas de hemoglobina y sus efectos, los
datos experimentales relacionados con la regulacién de la agrupacion de genes de globina
similares, y herramientas de software para la comparacién de secuencias entre si para descubrir
las regiones que pueden jugar un papel, pero no ofrece informacidon desde el punto de vista

epidemioldgico.

La Red ENERCA (Red Europea de Anemias Raras y congénitas) se inicio en el 2002 con el
propdsito de ofrecer un mejor servicio de salud publica a los médicos profesionales y los
pacientes en todos los aspectos de las anemias raras a través de esta plataforma electrdnica

(http://www.enerca.org). En estos momentos uno de los propdsitos es llevar a cabo actividades

de colaboracién para crear un registro europeo Unico para las anemias raras. La red ERNERCA

incluye informacion de talasemias minor (rasgos o portador), talasemias intermedia y mayor,
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hemoglobinopatias, anemia falciforme, anemias hereditarias por defectos enzimaticos del

hematie y anemias hereditarias por defectos de membrana del hematie.

2.1.- MEMBRANOPATIAS. ESFEROCITOSIS HEREDITARIAS. OTRAS MEMBRANOPATIAS

La esferocitosis hereditaria (EH) es la anemia hemolitica congénita mas frecuente en
nuestro medio y en general en el mundo. La herencia es autosémica dominante en el 75% de los
casos; en el 25% restante el patron es recesivo o son casos esporadicos (de novo) [5]. Si bien se
presenta en todos los grupos étnicos y raciales, es particularmente frecuente en la raza blanca.
En la poblacidon del norte de Europa de tiene una incidencia reconocida de 1 en 3000
nacimientos [6]. En Estados Unidos se ha descrito que afecta a 1 de cada 2.500 personas [7] vy,
aunque no hay estimaciones fiables en otras poblaciones, parece que su frecuencia es
especialmente baja en africanos y en poblaciones del sudeste asiatico [8]. En nuestro pais
tampoco existen estimaciones de prevalencia, pero constituye la anemia hereditaria mas
frecuentemente observada en nuestro medio y en el litoral mediterraneo, después de la beta-
talasemia heterocigota, con una incidencia de 1 cada 2000 nacimientos [9]. Sin embargo, dada
la frecuencia de formas muy leves de enfermedad que sélo se pueden detectar a través de
pruebas de laboratorio muy sensibles, se estima que esta prevalencia probablemente sea 4 a 5

veces mayor [10,11].

En cuanto a la incidencia por sexos, no parece haber diferencias aunque en algunas
publicaciones y textos clasicos hacen referencia a un ligero aumento de la prevalencia en el sexo
masculino [6,12]. En cuanto a la edad del diagndstico, a pesar de ser una anemia congénita, no
siempre es diagnosticada en la infancia ya que depende mucho del grado de severidad de la
anemia y del cuadro hemolitico; ademas, cada vez con mas frecuencia el diagnédstico se realiza a
través de un estudio familiar. Sin embargo, aunque no es frecuente, no conviene olvidar la EH
como causa de ictericia neonatal habiendo incluso descritos algunos cuadros de kernicterus [12].
De hecho, como la mayoria de las personas afectas de esferocitosis experimentan ictericia
neonatal, el estudio de Saada V et al [13] resulta interesante al detectar, de entre una poblacidn
de 402 neonatos nacidos con ictericia severa, que el 1% se debia a EH, es decir, con una

incidencia de al menos 30 veces la de la poblacion general.

La eliptocitosis hereditaria es otra entidad que engloba diversos trastornos que se

caracterizan por la presencia de eliptocitos en la sangre periférica y otras alteraciones. La
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incidencia estimada es de 1 de cada 2000 a 1 de cada 4000 individuos y la incidencia en Espafia

se desconoce [14].

2.2.- DESORDENES DE LA HEMOGLOBINA.

Las alteraciones de la hemoglobina son las alteraciones monogénicas mas comunes en
los humanos [15]. Este tipo de desordenes incluyen las hemoglobinopatias estructurales
(alteraciones cualitativas de la hemoglobina), cuyo maximo exponente es la anemia falciforme
(AF), y las talasemias (alteraciones cuantitativas de la hemoglobina). Ambas muestran un patrén
de herencia autosdmico recesivo y los portadores son asintomdticos salvo situaciones

excepcionales.

2.2.1.- HEMOGLOBINOPATIAS EN ESPANA.

Existen formas de distinta severidad de AF, la mas frecuente es la debida al estado
homocigoto SS mientras que el estado heterocigoto es asintomdtico (portador) salvo situaciones
excepcionales. Existen formas intermedias (dobles heterocigotos) con beta talasemia (SB-
talasemia) u otras hemoglobinopatias (SC, SD, etc.), que muestran un patrén de enfermedad

mas leve que el estado homocigoto [15,16] .

La frecuencia de AF varia en funcién de diversos grupos étnicos. El hecho de que los
portadores del rasgo falciforme tengan cierta proteccién frente a la infeccién por malaria ha
hecho que esta hemoglobinopatia se circunscriba a determinados zonas endémicas que incluyen
el drea mediterranea, norte de Africa, Oriente Medio, India, sudeste de Asia y sur de China [15] .
Sin embargo, debido a los movimientos migratorios, la distribucion tanto de las talasemias como
de las hemoglobinopatias estd cambiando. Un estudio sobre la prevalencia en Europa nos ofrece
frecuencias comparables de hemoglobinopatias en toda Europa, con la AF mds frecuente en los
paises del Norte y de Europa occidental [17]. Basdndonos en resultados de los programas de
screening neonatal llevados a cabo en Europa, se ha confirmado que la prevalencia de la AF es
alta el regiones septentrionales y occidentales [15,16]. Asimismo, se ha detectado una alta
prevalencia en diversos programas de screening neonatal realizados en Espaia [18-20]. En los
Ultimos 15 afios hemos asistido a un incremento de los flujos migratorios desde Africa
subsahariana y regiones del Magreb hacia Europa. Esto explica los datos obtenidos en los

distintos programas de screening realizados en Europa (tabla 1).
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Tabla 1. Comparativa de los diferentes programas de screening neonatal en Europa

N Periodo | AF Ula) | ptal Mayor () | HbAX U

SN 191783 1994-2007 0,64 0,025 17,2 [21]

COTPYTITE 195617 | 2005-2007 0,54 NA 14,5 [22]
262287  1996-2007 1,48 NA 24,5 [23]

Holanda 180000 2007 0,30 0,044 NA [17]
190238  2003-2005 0,16 NA 5,6 [18-20]

En cuanto a las talasemias, tipicamente son endémicas de los paises mediterraneos,
alcanzando zonas de alta prevalencia como en Chipre donde el 15% de la poblaciéon es portadora

[15,16,24].

2.2.2.- 3- TALASEMIA EN ESPANA.

Las talasemias son desdrdenes caracterizados por la disminucién de la sintesis de las
cadenas globinicas y su clinica estd en relacién con el grado de disminucién de dichas cadenas

[15].

Las talasemias se encuentran ampliamente distribuidas en el mundo. La mayor
prevalencia se encuentra en las regiones endémicas para la malaria: area mediterranea, Oriente
medio, Norte de Africa, India, Sudeste asiatico y sur de China. Dentro de Europa también se
observa una distribucion muy heterogénea, variando desde un 0.7% en Francia hasta un 18% en
Chipre[16]. En Espania la frecuencia de -talasemia, aunque alta (del 0,1 al 2%) es muy inferior a
la de otros paises mediterraneos [25,26] vy tiene una distribucion muy heterogénea entre las
diferentes regiones, con frecuencias mayores en la comunidad gitana (5,6%) y la isla de
Menorca (3,8%) [27]. Asi, en un estudio efectuado en 1986 por el Grupo de Estudio de
Hemoglobinopatias y Talasemias (GEHBTA) en 25.000 individuos de diferentes regiones de
Espana, se detectd una gran heterogeneidad en la tasa de prevalencia de esta enfermedad, que
oscila desde su ausencia en poblacién vasca hasta el 5% detectado en la isla de Menorca [25].
Este estudio pone de manifiesto que la B-talasemia no sdlo se restringe al area mediterranea,
sino que, como observaran posteriormente Calero et al [28], su incidencia esta relacionada con
otras regiones con alta frecuencia de malaria, como es el caso de las provincias de Huelva,
Caceres y Badajoz. También esta vinculada con movimientos étnicos que explican que se
extienda a las zonas de la peninsula que estuvieron ocupadas por los arabes durante la época de

dominaciéon musulmana (siglos VIII-XV)[24].
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Existen algunos estudios limitados a areas concretas de la peninsula Ibérica. En el

estudio de Malcorra et al [29], llevado a cabo en 250 individuos adultos sanos de las Islas
Canarias, se identifica en la poblacién hindu de origen Shindi la mayor tasa de prevalencia de -
talasemia con un 10,5%. En el estudio publicado por Oliva et al [27] en 1998, realizado en un
periodo de 10 afios sobre la poblacién escolar de Menorca, refiere una prevalencia de B-
talasemia del 2,67%. Esta es la mayor tasa descrita hasta el momento en la poblacién espafiola, y
podria explicarse por la endogamia ocasionada por los escasos movimientos poblacionales en
dicha de isla. Otros estudios, como el de Martin Nufiez et al [30] sobre una poblacién de 2.818
escolares de la region del norte de Extremadura, observan una prevalencia de B- talasemia del
0,53%; en el de Benito et al [31], realizado en 5.780 mujeres embarazadas de diferentes
hospitales de la provincia de Huelva, la prevalencia es del 0,81% (47 casos de B-talasemia). El
estudio de screening de De las Heras Flores et al [32], realizado durante un afo sobre la
poblacién de referencia 481.061 en el drea Sur de Tenerife, detecté 198 hemoglobinopatias que
fueron las siguientes: 71 B-talasemias minor, 2 B-talasemias intermedias, 70 HbS en estado
heterocigoto (HbA/S), 2 HbS en estado homocigoto (HbS/S), 1 doble heterocigoto PB-
talasemia/HbS, 30 HbD en estado heterocigoto (HbA/D), 18 HbC en estado heterocigoto
(HbA/C), 2 HbG en estado heterocigoto (HbA/G), 1 HbE en estado heterocigoto (HbA/E) y 1 HbJ
Birmingham en estado heterocigoto (HbA/J). En este estudio se investigd la importancia de la
poblacién inmigrante en los resultados: globalmente, 121 pacientes eran nacidos en Canarias
(61,1%) y 9 en otras comunidades (4,5%), 7 en el resto de Europa (3,5%), 15 en Africa (7,5%), 30
en América (15%), 15 en Asia (7,5%) y en 1 caso no se pudo conocer el origen (0,5%). Los paises
de nacimiento mas frecuentes después de Espafia (65,6%) fueron: India (6,6%), Venezuela

(5,5%), Colombia (4,5%) y Senegal (3%).

Estos movimientos migratorios pueden explicar las hemoglobinopatias encontradas en
poblacién extranjera, sin embargo la mayoria de hemoglobinopatias diagnosticadas en este
estudio fueron en pacientes originarios de la comunidad Canaria, lo que difiere de lo publicado
en otras areas de Espafia en lo que a hemoglobinopatias estructurales se refiere, como en la
evaluacion del cribado neonatal de la Comunidad de Madrid en 2006 [33], como en el estudio en
gestantes Lanzarote en 2006 [34] y en el estudio piloto de cribado neonatal de Cataluiia de
2005 [35], se ha encontrado que la mayoria de hemoglobinopatias diagnosticadas ha sido en
poblacién inmigrante, originaria de paises en vias de desarrollo. Por lo tanto, en cuanto a B-
talasemias se refiere, aunque tan sélo existe un estudio global que abarque a todo el pais [25],
existen estudios efectuados en diferentes areas geograficas que vienen a demostrar una

prevalencia promedio del 0,4%, lo cual supone un paciente B-talasémico por cada 250
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habitantes. Esta prevalencia es menor a la detectada en otros paises de la cuenca mediterranea
[24], que presentan prevalencias superiores al 2% y llegan a tener valores maximos en las islas
de Cerdeiia, Chipre y Grecia, con un 13, un 18 y un 14,3%, respectivamente. Al igual que ocurre
con las hemoglobinopatias estructurales, no hemos encontrado estudios de prevalencia de las

talasemias en la Regidn de Murcia.

2.2.3.- a-TALASEMIA EN ESPANA.

La escasa repercusion clinica y hematoldgica de ciertos tipos moleculares de a-talasemia
dificulta el conocimiento de la prevalencia real de este tipo de talasemia mediante andlisis
hematoldgicos convencionales [36]. La «-talasemia posee una distribucién geografica
caracteristica debido a la proteccién que ejercen las formas heterocigotas frente al paludismo.
Ello hace que tenga una elevada prevalencia en areas subtropicales de Africa y Asia y en las
regiones mediterraneas. Las variantes comunes de a’ talasemia, predominantemente la
mutacién --SEA en el sudeste asidtico y la mutacidon --MED en el Mediterraneo, han llegado a
frecuencias de aproximadamente el 5%. Aunque hay por lo menos siete formas de delecién de
o+ talasemia, como se muestra en la Figura 1, las variantes -a3.7 son los mds comunes. Se han
publicado frecuencias del 70% y hasta un 90% han sido reportados en Malasia y en partes de

Nepal, respectivamente [36,37].
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Figura 1. Distribucién mundial de a-talasemia. Adaptado de Piel FB et al [37].
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Los estudios realizados en Espafia para detectar la presencia de hemoglobina de Bart en
mas de 2.000 muestras de sangre de corddn umbilical muestran una prevalencia de a-talasemia
inferior al 0,5% [38]. Sin embargo, cuando se aplican los métodos moleculares en el ADN de
sangre de corddn umbilical de recién nacidos, se observa una prevalencia de alelos a-
talasémicos superior a la descrita con métodos hematoldgicos, que oscila entre el 1,25y el 2,2%
[36, 37]. En el estudio de De las Nieves et al [36] realizado sobre 100 recién nacidos en Granada,
detectan 3 alelos a-talasémicos con la delecion -a3.7, lo que supone una prevalencia del 1,5%.
Villegas et al [37] encuentran 9 alelos con la delecién -a3.7 y un alelo con la delecion — MED
entre 400 muestras analizadas, lo que arroja una prevalencia de a-talasemia del 1,25%. En un
estudio posterior de esta misma autora [39] realizado en 1995 sobre 760 recién nacidos de la
comunidad de Madrid, encontraba 24 alelos con la delecion -a3.7, dos con la delecién -a4.2 y 2
alelos con el genotipo a°, lo que supone una prevalencia de alteraciones moleculares de la a-
talasemia del 1,8%. Finalmente, Fei et al [40], estudiando muestras procedentes de diferentes
paises, encontraron 7 alelos a con la delecién -a3.7 en 156 muestras procedentes de Espafia, lo

que arroja una prevalencia de alelos a-talasémicos del 2,2% (tabla 2).

El estudio de Aristizabal et al [41], se analiza, en el contexto del programa de screening
neonatal del Pais Vasco, el impacto de la a-talasemia. Durante dos afios, encontraron 107
pacientes con deleciones de genes a-talasémicos, el 62% de un alelo y el 38% con dos alelos, con
escasa o nula repercusidn clinica, lo que permitié dar consejo genético, aunque resulta de

dudosa rentabilidad un screening sélo de la a-talasemia.

Tabla 2. Prevalencia de a y B-talasemias en diversos paises de la cuenca mediterranea

m B-talasemias (%) pacientes a-talasemias (%) alelos
Grecia 14,3 [27] -
Italia 2,4-2,7 [27] 2,5[39]
Cerdena 13 [27,28] 18 [40]
Francia 0,7-2,6 [27] -
Tanez 4,5 [27] -
Portugal 2,5 [27] -
Turquia 2,1[27] 2,2 [40]
Chipre 18 [28] 7 [40]
Sicila - 1,2 [40]
Espaia 0,5-5 [23-34] 0,5-2,2 [35-37]
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2.2.4.- INFLUENCIA DE LOS MOVIMIENTOS MIGRATORIOS.

Los trastornos hemoliticos hereditarios estdn asociados con un efecto protector contra
la malaria, que se traduce en un aumento de la prevalencia en dreas endémicas de malaria. Los
flujos migratorios procedentes de estas zonas se han traducido en un marcado aumento en
dichas anormalidades en el sur de Espafia en los ultimos 15 afos. Asi, cuando se estudia a la
poblacién inmigrante, la tasa de prevalencia talasemias/hemoglobinopatias puede llegar a ser
muy alta; en una poblacidn de 200 inmigrantes de origen africano estudiados en Canarias, el
13% tenian alguna de hemoglobinopatia estructural, el 7% tenian una a-talasemia y el 1% tenian
una -talasemia [42]. Igualmente, en el estudio de Molina-Arrebola et al [43] llevado a cabo en
el Sur de Espafia entre los afios 1997-2010, se detectaron 666 casos positivos en pacientes de
origen extranjero y 308 en pacientes espanoles nativos. Las talasemias resultaron el trastorno
mas frecuente entre la poblacion local: B-talasemia minor 57,1%; a-talasemia minor 18,2% y 6B-
talasemia heterocigota 7,8%. En las minorias étnicas, hay una gran variedad de
hemoglobinopatias: heterocigotos Hb S, el 45%; heterocigotos Hb C, 15%; B-talasemia minor, el
13,7%; a-talasemia el 10,2%; Hb SS en 14 pacientes, y Hb CC en 9 pacientes. De los pacientes
nativos, en 14 se encontrd que tenian Hb AS y 9 Hb AC. Estos datos nos dan una idea de la
influencia de los flujos migratorios modernos, la necesidad de que cada Regién conozca su
epidemiologia, la importancia de un mayor conocimiento de estos trastornos por todo el
personal médico y los nuevos enfoques practicos y analisis costo-eficacia del diagnéstico precoz

o de los programas de screening locales.

2.2.5.- EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LAS TALASEMIAS Y SU IMPORTANCIA.

2.2.5.1. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA BETA-TALASEMIA.

La B-talasemia estd ocasionada principalmente por mutaciones puntuales de las que,
hasta el momento, se han descrito mas de 200 diferentes (ver Globin Gene Server:

http://globin.cse.psu.edu), si bien estudios poblacionales indican que tan sélo 20 de las mismas

son las responsables de mas del 80% de los alelos B-talasémicos [36,44]. Estas mutaciones
presentan una distribucién geografica heterogénea relacionada con los grupos étnicos de sus
pobladores, existiendo en cada drea unas pocas mutaciones caracteristicas, junto con un
numero variable de mutaciones menos frecuentes [45] (figura 2). La elevada incidencia de estos
grupos de mutaciones en las areas con una gran prevalencia de B-talasemia se podria explicar

por la seleccidn positiva producida por la malaria en dichas areas. Por contra, en los paises en los
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gue la malaria ha sido menos frecuente, se ha descrito una mayor diversidad de

debido a que la malaria no ha actuado ejerciendo dicha seleccion [45].

CODON 6 - 1bp
VS 1-1G—A
IVS 2- 1G—A
IVS 2 - 745C-G
CODON 39 CAG—TAG
VS 1-6T—C
IVS 1-110 GA

VS 1-110G—=A
IVS1- 6G=C
IVS1- 6T=C
CODON 39 CAG—TAG
CODON 8 2bp DEL

-28 A—G
-88C—>T
CODON 24 T-A
POLY-AT-C

Source: Lichtman MA, Kipps TJ, Seligsahn U, Kaushansky K, Prchal IT:
Williams Hematology, 8th Edition: http://www.accessmedicine.com

Copyright & The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Warld distribution of B-thalassemia.

VS 1-5G-C

WS1-1G-T

CODONS 41 - 42 4bp DEL
CODONS 26 GAG—AAG(HDE)

IVS 2 - 654 C—T
CODONS 41 - 42.4bp DEL.
CODON 17 AAG—TAG

-28 A—G
=

WS 1-5G—=C
619 bp DELETION vl
CODON 8/9 + G

VS 1-1G-T

CODONS 41 - 42.4bp DEL.

CODON 26 GAG—AAG(HLE)

WS 1-5G-C

mutaciones

Figura 2. Distribucion mundial de las principales alteraciones moleculares en la beta talasemia [36].

De las mas de 400 alteraciones moleculares descritas actualmente causantes de pB-

talasemia, y teniendo en cuenta que no existen estudios epidemioldgicos recientes en nuestro

medio, son dos las mas frecuentes [46]: la mutacidn IVS-1-110 (G—>A), que aparece en el 40-60%

de las B-talasemias de los paises de la orilla oriental del Mediterrdneo, y la mutacién CD-39

(C->T), que se presenta en el 40% de las talasemias de los paises de la ribera occidental, (tabla

3).
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Tabla 3. Distribucion (%) de las principales mutaciones de B-talasemia en la cuenca
mediterranea.

Codon 39 IVS-I-1 IVS-I-6 IVS-I-110 IVS-II-1 Otras
(C>T) (G>A) (T>C) (G>A) (G>A)
0

Espafia (tabla 3) 20-64 3-60 1,5-19,3 4,4-26,7

Francia [49] 41,9 10,5 8,6 25,7 1 12,3
Italia [47] 40 10,5 9,8 23 - 16,7
Grecia [48] 17 13,2 7,2 42,5 - 20,1
Chipre [49] 1,5 11,7 8,7 69,9 8,5 8,2
Libano [48] 4 - - 60 - 32
Argelia [48,53] 25,6 17 16,3 26,7 - 13,5
Tunez [49,53] 19 1,5 10,5 7,5 = 61,5

36 3 29 27 - 5

Turquia [45] 2,1 4,3 23, 42,5 4 19,2
Palestina [50] 9,5 21,2 13,1 34 - 22,2
Albania [51] 16,7 8,3 18,5 43,5 2,08 10,9
Egipto [52] 2,5 27,5 18,75 33,7 - 17,55

En Espafia, los estudios moleculares de mutaciones que afectan al gen B-globina han
sido parciales, restringidos a unas pocas areas geograficas y, la mayoria antiguos, desarrollados
en la década de los 90 (tabla 4). Estos estudios moleculares reflejan que las alteraciones mas
frecuentes son las que afectan al codén 39 (C>T). Esta mutacidn es la responsable del 20-64% de
las B-talasemias segln las series, seguida de la mutacion del IVS-I-1 (G>A) que en algunas

regiones puede representar hasta el 60% de las mismas (tabla 3).

En el primer estudio, realizado en Cataluia en 1988 [47], se encontraron ocho
mutaciones que ser responsable de todos los casos B-talasemia: codén 39, IVS-1-110, IVS-I-6, IVS-
I-1, IVS -1I-745, coddn de 6, 8 y coddn de IVS-1-5, siendo la mas frecuente la que afecta al codén
39 (C>T) con una frecuencia del 64%. En las provincias del este de la peninsula y en las Islas
Baleares, la mutacién predominante es la del coddn 39 (C>T) [48] que se presenta en el 45% de
las B-talasemias de la Comunidad Valenciana [48] y de Mallorca [49]. Por el contrario, en las
regiones estudiadas del oeste de la Peninsula (Huelva, Extremadura)[31,50,51], la mutacidn mas
frecuente es la IVS-I-1, que en el area de la Alta Extremadura [50] llega a alcanzar entre el 40 y el
60%. En el centro de Espafia [51] y en Andalucia Oriental [43,52] las mutaciones IVS-I-1 y CD-39
tienen una incidencia similar que se situa en torno al 30%. Otras mutaciones alcanzan una
elevada incidencia en determinadas regiones, como la IVS-1-110 en Andalucia Oriental [52] y

Mallorca [49], con un 26,7 y un 24,4% respectivamente (tabla 4).
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La mutacién CD-6 (-A) tiene su maxima incidencia en Mallorca [49] y en la Comunidad
Valenciana [48], con un 20 y un 18,6%, respectivamente. En el resto de la Peninsula Ibérica esta
mutacién se presenta en menos del 1% de las B-talasemias y no ha llegado a detectarse en
Extremadura. La mutacién CD-37 (G->A), se detecté originalmente en Arabia Saudi, Egipto y en
China. Los escasos estudios efectuados en Espafia se han realizado en la zona del delta del Ebro
[53], en donde se describe por vez primera, en la Comunidad Valenciana [48] y en la poblaciéon
autdctona de la isla de Mallorca [49]. En estos estudios se han detectado 32 portadores en la
zona del delta del Ebro, dos en la Comunidad Valenciana (4,7%) y no se pudo detectar ninguno
en la isla de Mallorca. No se conoce la incidencia de esta mutacidn en el resto de la Peninsula
Ibérica por no haberse realizado estudios. Las restantes mutaciones estudiadas, CD-8(-AA), CD-
8/9(+G), CD-11(-T), IVS-1I-745(C>G) e IVS-I-5(G—=>A), tienen una incidencia muy baja [47-52,54]
(tabla 4) aunque segun los datos aportados por el Villegas et al [55] describe que la mutacion
CD-8/9, originaria de los indios asiaticos, como la tercera mutacién mas frecuente (un 8,6% de
los casos), junto con la IVS-1-6. No se ha encontrado ningun portador para las mutaciones IVS-II-1

(G=>A) 0 CD-15 (G—>A) en los estudios en los que éstas han sido incluidas [50-52,54] (tabla 4).

No obstante, a pesar del amplio abanico de mutaciones consideradas, quedan pacientes
con B-talasemia no tipificados molecularmente, y que en algunos estudios llegan a representar
el 11% [54]. Esto sugiere que deberia ampliarse el espectro de mutaciones estudiadas o recurrir,

en estos casos, a la secuenciacién directa del gen.
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Tabla 4. Distribucidn de las principales alteraciones moleculares de la B-talasemia en diferentes regiones de Espaina en la década de los 90.

Cataluna Delta del Extremadura, | Andalucia Centro Alta Mallorca Com.
[54] Ebro Toledo, Oriental de Espafia | Extremadura [56] Valenciana
Huelva [60] [59] [57] [55]
[49]
[58]

Mutacion/Afio 1988 1993 1994 1994 1996 1996 1997 1997 1998

CD-39
IVS-I-1
IVS-1-110
IVS-1-6
CD-6
CD-8
CD-8/9
CD-11
IVS-11-745
IVS-1-5
IVS-11-1
CD-15
CD-37

No caracterizada

Total Pacientes 58 34 60 45 18 131 65 98 43
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Mas tarde, en 2001, Villegas et al. [56] publicaron los resultados de un estudio molecular
de B-talasemia en 294 individuos espafoles no relacionados y 1264 con a-talasemia mediante
técnicas de biologia molecular en un afan de dar una visién general de la genética molecular de
la talasemia y su distribucidon geogréfica en nuestra zona. En relacién con la B-talasemia, se
caracterizaron un total de 15 mutaciones diferentes. Once eran homocigotos (22 alelos), tres
heterocigotos compuestos (6 alelos), y los restantes 280 fueron heterocigotos (280 alelos). Un
total de 86,6% de los alelos identificados se pueden agrupar en cinco mutaciones diferentes:
[IVS-1-1 (G -> A), IVS-I-6 (T -> C), IVS-I-110 (G -> A), coddn 39 (C ->T), los codones 8/9 (+ G)]. En
14 sujetos (4,5%), todos los heterocigotos, no fue posible identificar la alteracidn responsable de
la B-talasemia. Los autores concluyen que los programas de prevencion en la region
mediterranea para la talasemia, basadas en la deteccion de portadores heterocigotos y
asesoramiento genético, no son suficientes para reducir la incidencia de recién nacidos con
talasemia mayor y que el diagndstico prenatal de talasemias ha dado una nueva dimension a la
prevencion de estos, pero con el fin de implementar esto, es esencial el conocimiento de las

mutaciones y la incidencia de estos.

En el 2009, Maiiu Pereira et al. [57] caracterizaron 79 individuos nacidos en la cuenca
mediterranea a nivel molecular. Se identificaron 6 mutaciones principales en el 79,7% de los
casos: coddén 39 (27,85%), IVS-I-1 (16,45%), IVS-1-6 (13,92), IVS-1-110 (11,39%), el coddn 6 (
5,06%) y el coddn 8 (5,06%). Por tanto, el 80% de los individuos de origen mediterraneo quedan
caracterizados por estas 6 principales mutaciones mds prevalentes. Aunque codon 39 sigue
siendo la mutacidn de mayor prevalencia, ésta ha cambiado notablemente desde 1988 [47], lo
gue indica que durante los ultimos 20 afios ha disminuido de 64% a sélo el 27,85%. Por otra
parte, se encontraron algunas mutaciones raras en este estudio [57], incluyendo el coddn de 5
(C> T), descrita por primera vez en Espafia por Ropero et al. en 1999 [58][64], que fue
encontrada en dos miembros de una familia. Ademas encontraron la presencia de alelos de B-

talasemia en los 4 pacientes con anemia falciforme estudiados, 3 de ellos B°/ By uno B°/ B°.

Este estudio demuestra claramente que la heterogeneidad de las mutaciones de B-
talasemia en Espafia ha aumentado notablemente en comparacidon con 20 afos atrds como
consecuencia del aumento de la inmigraciéon desde las zonas geograficas no mediterraneas,
principalmente de Africa. Este aumento de la heterogeneidad molecular de los alelos de B-

talasemia y también del alelo B° procedente de Africa, ha llevado a una mayor variabilidad de las
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manifestaciones clinicas de estos trastornos y, a su vez, a mds dificultades en su caracterizacion

genética precisa.

2.2.5.1. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA ALFA-TALASEMIA.

A diferencia de lo que sucede con la B-talasemia, en la a-talasemia las principales
alteraciones estan producidas por deleciones que, segin su extension daran un cuadro mas o
menos grave, en funcion del numero de genes a afectados [36]. Algunas de estas presentan
también una distribucién geografica heterogénea. Asi, las deleciones causantes del haplotipo o’
(--/aa) son distintas en el Mediterraneo y el Sudeste Asiatico. Se ha observado, asi mismo, que el
haplotipo a" (-a/-a) es mucho mas frecuente en las regiones riberefias del Mediterraneo,
mientras que el a® es mas comin en el Sudeste Asidtico, Oriente Medio e Indonesia. Esto
justifica que los casos de HbH (-o/--) y, mds aun, los de hydrops fetalis que se observan en Asia 'y

Oriente, sean raros en el area mediterranea [24].

-Deleciones de un solo gen a: a+ o a2-talasemia

La delecion a-3,7 es la alteracion molecular mas frecuente en las a-talasemias. Esta
alteracion supone mas del 85% de los casos de a-talasemia [59-61] y en algunos estudios

representa la Unica alteracion molecular encontrada [60,62] (tabla 5).

Tabla 5. Alteraciones moleculares en las a-talasemias

Alteracion molecular Pérez et al [60] Remacha et al [62] Villegas et al [63]
19 28 910

Delecion a -3,7

Delecion a -4,2 0 - 16
Deleciones amplias - - 113
o o 0 - 5
aNco aNco 0 _ 13
No identificada 11 4 -
30 32 1057

La delecidn a -4,2, tiene mucha menor frecuencia, ya que es tipica de los paises del

Sudeste Asiatico; en Espafa su deteccidn es anecddtica.

-Mutaciones no delecionales que afectan a un solo gen a.

Se han descrito mutaciones que causan o-talasemia en las que no se identifican
deleciones amplias que causan la desaparicién de alguno de los genes a, sino que se trata de
mutaciones puntuales o deleciones que afectan a muy pocos nucledtidos y causan la

inactivacién del gen a afecto. Estas son conocidas como a talasemias no delecionales. En los
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estudios realizados en Espafia estas mutaciones se presentan tan sélo en el 1,5-2% de las a-

talasemias [64] (ver tabla 5).

Las mutaciones de este tipo mas frecuentemente halladas son la mutacién en el coddn
de inicio de los genes al o a2 y la delecién de los cinco primeros nucledtidos del intrén | del gen
a2, denominadas aaNco o aNcoa y aHpha respectivamente. Este nombre hace referencia a las
enzimas de restriccion Nco y Hphl empleadas para la deteccion de dichas mutaciones. Las
formas no delecionales y las deleciones de un solo gen a, en la forma heterocigota, no tienen
repercusion clinica, ya que se produce la inactivacion de un solo gen a, por lo que se las
denomina talasemias silentes. No obstante, tienen interés en cuanto al consejo genético, ya que
si se combinan con mutaciones que causan a’-talasemia pueden resultar en un cuadro clinico

mas grave, provocando la enfermedad de la hemoglobina H.

0

-Deleciones amplias de los dos genes a: a” o al-talasemia

Existen escasos estudios realizados en muestras poblacionales en Espaia, lo que hace
dificil conocer la prevalencia real de las aO-talasemias a mayoria de los casos descritos son
estudios familiares recogidos en las series de Sanchez et al [61] vy Villegas et al [63]. En el estudio
de Villegas et al [63] se estudiaron 1057 a-talasemias en Espafia y se identificaron 113 individuos

con a0 talasemia (--/aa o --/-a) lo que supone un 10% de las a-talasemias (tabla 5).

En Espafia se han descrito algunas mutaciones causantes de a0O-talasemia propias de la
poblacién autéctona, como las deleciones —*" (de 11 kb), —""* (de 22 kb), —°' (de 27 kb), —“"T
(de 14 kb) y —®® (que elimina practicamente todo el cluster de genes a) [63]. Asimismo, se han
descrito alteraciones moleculares comunes la cuenca del mediterraneo, como las deleciones —
MED (de 17,4 kb), la delecion —** (de 32 kb) o la delecién —*** (de 20 kb) descrita en poblaciones
asiaticas. Ademas, en algunas familias aisladas se han descrito truncamientos que afectan al
teldmero del cromosoma 16 y alteraciones que producen el sindrome del ATRA-16 [63]. La
frecuencia de las mutaciones delecionales amplias es discutido: en algunos estudios [39,63,65] la
deleciéon mas comun encontrada es la —MED, mientras que en otros[61] es la —BR, que afecta a
un fragmento de mas de 100 kb incluyendo a los dos genes a y a los genes {. Una vez mds nos
encontramos con que la escasez de estudios realizados en muestras poblacionales hace dificil
conocer la prevalencia real de las a° talasemias en Espafia, puesto que la mayoria de casos son

estudios familiares recogidos en las publicaciones de Sdnchez et al [61] y Villegas et al[63].

De forma puntual se han descrito alteraciones moleculares en algunas familias como las

hemoglobina Plasencia, que es una hemoglobina talasémica causada por una mutacidn que
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produce una sustitucién de una leucina por arginina en el residuo 125 de la cadena a2-globina.

Esta variante se ha descrito asociada con un fenotipo-a talasémico muy leve en tres miembros
de una familia espafiola de Plasencia y en varias familias portuguesas. Una revision de la
caracterizacion molecular de 308 individuos portugueses con sospecha de a-talasemia se
encontré que la Hb Plasencia fue la segunda mutacidon mas frecuente después de la eliminacidn
—a3.7 [66]. También se han descrito formas no delecionales como la denominada Hb Lleida, que
consiste en la delecién de 12 pares de bases en el exdn 3 del gen a2, o la delecidn de 13 pares de

bases en el segundo exdén del gen al [67].

En Madrid, el Hospital Clinico de San Carlos (centro de referencia de estudios
moleculares de Talasemias en Madrid) realizd un estudio para averiguar la incidencia de la a-
talasemia no delecién en los pacientes con a-talasemia con técnicas de biologia molecular: a lo
largo de 3 anos se estudiaron 517 sujetos que presentaban microcitosis e hipocromia no

ferropénica, con valores de Hb A, Hb F y electroforesis de hemoglobinas normales. Se

estudiaron los 2 tipos de a-talasemia no delecién mas frecuentes en el Mediterraneo: la o™y la
a". De los 517 sujetos, en 40 se identificd una o talasemia no delecidn (7,7%). La distribucion

de las mutaciones fue la siguiente (tabla 6):

Tabla 6. Distribucién de frecuencia de los genotipos estudiados en pacientes con patologia en el cluster
o en Madrid (2001-2003). Cortesia de Briceiio Polacre et al [68].

Genotipos  Frecuencia (N®) Porcentaje (%)

37 /aa 335 64,8
—at2/oaa 5 1,0
3T g T 105 20,3
oNeog /ot 10 1,9
allpho /oo 24 4,6
aNevg JaNeoy 1 0,2
oHiphey /oHphey 1 0,2
o3 T g2 1 0,2
—a3-7/gHphg 3 0,6
—/aa 28 54
—ai2/gNeog 1 0,2
/g7 3 0,6
Total 517 100,00
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28 fueron positivos para aHph del gen o (24 en estado heterocigoto, 1 homocigoto y 3

dobles heterocigotos asociados con la delecién 3,7 kb); y 12 fueron positivos para la o del gen

o, (10 heterocigotos, 1 homocigoto y 1 doble heterocigoto asociado con la delecién 4,2 kb). Se

concluia por tanto que la talasemia no delecién supone menos del 8% de los casos de a-
talasemia en nuestro medio; que la o™ es el tipo de a-talasemia no delecion mas frecuente y

por ultimo que presenta anormalidades hematoldgicas mas notables que las o° [68].

Por ultimo destacar el estudio de Aristizabal et al en el Pais vasco [41] en el que se
revisaron 107 pacientes con estudio genético positivo para a-talasemia durante 2 afios (2012-
2013). De ellos, 61 presentaron alguna mutacién. El 62% tenia un alelo mutado y el 38%, 2
alelos. La edad media al diagndstico fue de 31 afios, con un 28% menores de 18 aifos. La mayoria
eran de procedencia europea con un porcentaje importante de pacientes de origen africano
(26%) y arabes (13%). Todos los pacientes estaban asintomaticos con anemia leve en el 28%. Dos
pacientes fueron diagnosticados por screening neonatal y la mayoria de pacientes no requirid
tratamiento o precisd ferroterapia. Estos resultados no apoyan el screening neonatal de a-
talasemia debido a que sélo se detectd la presencia de 1 o 2 mutaciones en los genes a, las
cuales carecen de repercusion clinica y el Unico interés de su estudio fue el consejo genético

[41].

2.2.6.- DELTA-BETA TALASEMIA EN ESPANA.

La &B-talasemia y la Persistencia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) son raras
alteraciones que se presentan con una distribucion mas o menos mundial universal [16]. Aunque
se han estudiado ampliamente desde el punto de vista molecular por ser un modelo de estudio
del sistema de regulacién de genes en el individuo adulto (en estas alteraciones se mantiene la
sintesis de cadenas de y-globina que participan en la HbF y que en el individuo normal deja de
producirse en el momento del nacimiento), no se conocen estudios de la prevalencia en la

poblacién general, al contrario que en el resto de las talasemias.

De los diferentes tipos descritos, la (8B)°-talasemia es mas frecuente en el area
mediterrdnea y en Espaia [16,69], aunque no existan estudios poblacionales. En el estudio del
GEHBTA de 1986 [25] se describe que la 6B-talasemia en Espafia presenta incidencias variables
de una region a otra, con las cifras mas elevadas detectadas en la zona de Levante, en la que se
conoce la existencia de numerosos casos de &B-talasemia referidos por diferentes grupos

[25,28]. Segun datos obtenidos en un estudio poblacional de talasemias en la Comunidad
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Valenciana (datos no publicados) mediante el estudio de hemograma y dosificaciones de HbA2 y

F en donantes de sangre sanos de dicha comunidad, se encontré una prevalencia de &pB-
talasemia del 0,09% [24]. Dentro del programa de deteccidn de talasemias y hemoglobinopatias
en la Bahia de Cadiz, Fernandez Valle et al en el afio 1991 [70] diagnosticaron 363 familias de
talasemia de las cuales 21 (5,78%) correspondieron a 6B-talasemia (54 pacientes) detectando un
“acimulo” de 6B-talasemia en la zona de Rota que se podrian explicar por fendmenos de

endogamia y escaso movimiento poblacional.

3.- ENZIMOPATIAS HEREDITARIAS.

Las enzimopatias hereditarias se dividen en dos grandes grupos: aquellas que resultan
de una alteracidn en la via de las pentosas-fosfato (VPP) o del metabolismo del glutation, y
aquellas que se asocian a defectos de la ruta de Embden-Meyerhof [1]. Se conocen al menos 40
defectos enzimaticos. Los dos defectos enzimaticos mds representativos por su frecuencia son el
déficit de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), perteneciente a la VPP y el déficit de
piruvato kinasa, en la parte final de la ruta de Embden-Meyerhof. La deficiencia de G6PDH es la
deficiencia enzimdtica mas comun en el mundo y el déficit hereditario enzimatico de eritrocitos
mas frecuente. Es probable que mas de 420 millones de personas en el mundo estan afectadas

por deficiencia de esta enzima, lo que supone el 0,5-26% de la poblacion mundial .

Las regiones mas afectadas son la mediterranea, la del Africa subsahariana, la americana
(poblacidn africana e hispana) y la region del sudeste asiatico (figura 3). En los Estados Unidos, la
deficiencia de G6PDH es mas comun entre la poblacidén de raza negra (poblacion afroamericana)
gue en las personas de raza blanca y los hombres tienen mayor probabilidad de padecerla que
las mujeres. También es mas frecuente entre la poblacién del Medio Oriente, particularmente
los descendientes de los judios sefardies o kurdos y en personas blancas de origen mediterraneo

[71].

La deficiencia de G6PDH eritrocitaria es un desorden hereditario ligado al cromosoma X,
en el cual la disminucién de la actividad de la enzima da por resultado una anemia hemolitica. La
enfermedad es el resultado de mutaciones en el gen G6PD (Xg28). Los hombres hemicigotos y

las mujeres homocigotas expresan el déficit completamente, mientras que las mujeres

37



INTRODUCCION

heterocigotas muestran una expresién variable, frecuentemente ausente o moderada. La
gravedad de las manifestaciones estd relacionada con la gravedad del déficit. Existen muchas
variantes del déficit G6PDH (alrededor de 150); las mas frecuentes son las formas mediterranea

y cantonesa (graves), y las formas africana y mahidol (mas moderadas) [71].

Figura 3. Distribucion de la deficiencia de G6PDH en el mundo [71].

En Espafa son escasos los registros epidemioldgicos existentes. Destacamos el estudio
de Maiu Pereira et al en el 2007, en el contexto del programa de screening de
hemoglobinopatias en Catalufia, en el cual se estudiaron 4020 muestras de neonatos en los que
se detectd deficiencia enzimatica de G6PDH en 1/43 en la poblacidn inmigrante y en 1/527
recién nacidos autdctonos, los que nos da una idea de la alta prevalencia en nuestro medio y una
frecuente asociacién con la hemoglobina S (7% de las muestras estudiadas). En definitiva se
detectd, en términos globales, 1 caso por cada 400 recién nacidos en Cataluiia, lo que significa
que es 1 de cada 400 individuos presente una crisis hemolitica aguda en algin momento de su

vida si entra en contacto con algun agente oxidante (medicamentos o habas) [35].

En cuanto a la deficiencia de piruvato kinasa (PK) es una enfermedad autosdomica
recesiva causada por mutaciones en el gen PKLR (1g22), que en la actualidad se conoce que es
un desorden con un gran polimorfismo genético. Aunque probablemente afecta a todas las
razas, es mas comun en poblaciones del Norte de Europa y entre la raza caucdsica con una

prevalencia estimada en 1/20.000 (51 casos por millon homocigotos) en dicha poblacion blanca.
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En la raza negra el déficit de PK es menos frecuente pero su prevalencia no se conoce [72]. Se

considera que la deficiencia en PK se encuentra muy extendida a lo largo de nuestro planeta,
habiendo paises y regiones en que ha sido bien investigada. Sin embargo, en nuestro pais, en el
gue se ha considerado que aparece con una frecuencia del 0,24%, se han realizado muy pocos
estudios y es muy dificil establecer la frecuencia de este desorden debido a la gran

heterogeneidad genética que presenta [72].

4.-  ANEMIAS HEMOLITICAS  CONGENITAS.
CLASIFICACION

El concepto de anemia hemolitica hereditaria (AHH) o congénita se utiliza para todos
aquellos trastornos producidos por defectos en los genes que codifican la sintesis de alguna de las

proteinas imprescindibles para la vida del hematie que pueden ser de:
- la hemoglobina (hemoglobinopatias),

- las proteinas de la membrana (membranopatias),

- las enzimas del metabolismo eritrocitario (eritroenzimopatias).

4.1.- ANEMIAS HEREDITARIAS POR DEFECTOS EN LA HEMOGLOBINA.

Las anemias por defectos en la hemoglobina (Hb) son las alteraciones monogénicas mas

frecuentes [1,73] y pueden clasificarse en dos grandes grupos:

- Hemoglobinopatias estructurales, en las que se produce la sintesis de una cadena de
globina anémala (alteracion cualitativa).

- Talasemias, en las que existe un defecto de sintesis en una o varias cadenas de globina
(alteracion cuantitativa de las cadenas de globina).

- En el caso de que coexistan ambas alteraciones, hablamos de hemoglobinopatias

talasémicas.

39



INTRODUCCION

Aunque por definicion todas son hemoglobinopatias, este término se utiliza para referirse

exclusivamente a las hemoglobinopatias estructurales.

4.1.1.- HEMOGLOBINOPATIAS ESTRUCTURALES

Son causadas por alteraciones en la sintesis de alguno de los aminodacidos que forman
los genes de la globina. Como consecuencia, se produce una alteracién en la cadena de globina
gue puede conllevar cambios en la solubilidad, estabilidad o funcion de la molécula de la
hemoglobina y las manifestaciones clinicas derivadas de dichos cambios. Existen mas de 800
variantes estructurales de la hemoglobina, muchas de ellas cursan de forma asintomética. Las
alteraciones mas frecuentes son las que afectan a la cadena beta, y dentro de éstas, las mas
relevantes por prevalencia son la HbS, HbC, HbE y HbD. La variante estructural mas relevante

por su gravedad es la forma homocigota de HbS [16,73-75].

4.1.1.1. HEMOGLOBINOPATIA S.

La hemoglobinopatia S es wuna variante estructural de herencia autosdmica
codominante; en su forma homocigota (HbSS) es causante de la anemia de células falciformes,
anemia falciforme (AF) o drepanocitosis, que es la hemoglobinopatia mas frecuente y de mayor
impacto sanitario junto con la HbC. Es muy frecuente en sujetos de Africa ecuatorial, asi como
en poblaciones del drea mediterranea, Oriente Medio, India y en afroamericanos [73-75]. La
hemoglobina S se produce por sustitucién del acido glutdmico por valina en el sexto aminoacido

66tu>Val) "Esta alteracion determina una modificacion en la carga

de la cadena beta de globina (B
superficial de la molécula de hemoglobina que altera su solubilidad y permite que sea detectada
electroforéticamente al correr a menor velocidad que la HbA en la electroforesis convencional

[16,73-75].

Fisiopatoldgicamente, cuando se desoxigena, la Hb mutada sufre una polimerizacién,
formandose un gel paracristalino llamado cuerpo tactoide. Esta estructura es insoluble y rigida, y
produce un cambio conformacional en el hematie, que adopta forma de hoz (sickle cell o célula
falciforme). El fendmeno de falciformacidn es reversible, pero existe un porcentaje variable (5-
50%) de hematies que no pueden recuperar su forma al oxigenarse, y son eliminados por el
sistema mononuclear fagocitico (SMF). Estos hematies presentan alteraciones en los fosfolipidos
de membrana que condicionan una alteracién de la permeabilidad idnica, asi como un aumento

de la adhesidn al endotelio vascular y un aumento de la sensibilidad frente al SMF. Todo ello
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condiciona las crisis vasooclusivas tipicas de la enfermedad y un sindrome hemolitico con un
componente de hemdlisis intravascular y extravascular. La hemdlisis intravascular se produce
por el aumento de la sensibilidad de los hematies falciformes al sistema del complemento y por
una mayor fragilidad debido a la disminucion de la deformabilidad (figura 4). La hemolisis
extravascular se produce por la mayor sensibilidad de los hematies falciformes al efecto

macrofagico del SMF [16,73-75].
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Figura 4. Polimerizacion de la HbS y fendmeno vasooclusivo [76,77].

Las manifestaciones clinicas de la hemoglobinopatia S presentan una gran

Ill

heterogeneidad. La forma mas frecuente es el “rasgo falciforme” (HbSA), o portadores, que en
general cursa de forma asintomatica aunque, de forma excepcional, en situaciones de
disminuciéon importante de disminucién de oxigeno o tras ejercicio fisico intenso, pueden

producirse fenédmenos vasooclusivos en estos pacientes [16,73-75].
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El concepto de “enfermedad de células falciformes” engloba todas aquellas patologias

ocasionadas por la HbS con un porcentaje por encima del 50%, que pueden ser causadas por:

- Hemoglobinopatia por HbS homocigota (HbSS).
- Hemoglobinopatia talasémica: coexistencia de la Hb S con una B-talasemia: HbS-B* talasemia 6
HbS-p° talasemia.

- Combinacién de dos variantes de Hb, como la HbSC, HbSD o HbSG.

Las manifestaciones clinicas comienzan a partir de los 4-6 meses de vida, ya que en el
periodo neonatal la presencia de HbF ejerce un efecto protector. Las manifestaciones son
derivadas de la anemia hemolitica crénica (palidez, ictericia, retraso del crecimiento) asi como
de los fenémenos vasooclusivos: se producen crisis dolorosas y pasajeras de duracion variable,
gue pueden ser desencadenadas por infecciones, deshidratacién, hipoxia, etc. o presentarse sin
factor desencadenante aparente. Afectan a diversos territorios (huesos, mesenterio, sistema
vascular pulmonar, vasos cerebrales) y la intensidad y gravedad es variable entre individuos.
Ademas de las crisis oclusivas, estos pacientes presentan crisis aplasicas, crisis de secuestro
esplénico e infecciones con elevada mortalidad. A largo plazo, estos pacientes presentan
alteraciones en el crecimiento y en diferentes 6rganos y sistemas: sistema nervioso central
(retraso psicomotor), cardiovascular (cardiomegalia, insuficiencia ventricular izquierda),
pulmonar (fibrosis pulmonar), hepatobiliar (hepatomegalia y litiasis biliar). Otros trastornos
frecuentes son las ulceras maleolares de evolucidn térpida y las alteraciones oculares que
producen una retinopatia proliferativa [76-78]. El inicio precoz de las complicaciones en los nifios
refuerza la necesidad de implantar programas de cribado neonatal de hemoglobinopatias en
areas de alta prevalencia para detectar los casos de forma precoz y evitar el desarrollo de
complicaciones mediante un manejo adecuado de estos pacientes (profilaxis antibidtica,

programa de inmunizaciones, etc).

4.1.1.2. OTRAS HEMOGLOBINOPATIAS CON ALTERACION EN LA CARGA SUPERFICIAL. HEMOGLOBINOPATIA
C.

La hemoglobinopatia C es la segunda hemoglobinopatia mas frecuente, después de la
HbS. Se produce por una mutacién (G=>A) en el coddén 6 del gen B-globina, que determina una

6 Glu>lvs) Esto produce una alteracién en la carga

sustitucion del acido glutamico por lisina (B
superficial del hematie y una disminucion en la solubilidad, por lo que la hemoglobina tiende a

cristalizarse. Se trata de una hemoglobinopatia casi exclusiva de la raza negra, con alta
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frecuencia en la zona centro-occidental de Africa y en el norte de Ghana, donde alcanza unas

tasas del 20-28% de la poblacién. En el sur de Ghana y en la zona occidental de Nigeria tiene una

frecuencia del 4%. En Espafia se halla en dreas de Andalucia y Extremadura [73,79].

Los sujetos heterocigotos (HbAC) son asintomaticos, con parametros hematimétricos
normales mientras los homocigotos (HbCC) presentan una anemia moderada, con discreta
reticulocitosis, y el dato caracteristico es el aumento de la CHCM. En ocasiones presentan
esplenomegalia y también pueden suceder crisis de dolor abdominal aunque no son frecuentes.
En la morfologia de sangre periférica es caracteristica la presencia de hematies en forma de
baston o barra producida por la cristalizacion de los mismos (figura 5). La doble
hemoglobinopatia S y C (HbSC) presenta un curso mas benigno que la drepanocitosis, aunque
también presenta hemdlisis con anemia moderada y mas frecuencia de lesiones éseas y

patologia ocular [73,80].

Figura 5. Hemoglobinopatia C homocigota: se observan hematies en forma de bastén junto con
dianocitos y equinocitos.

4.1.1.3. DIAGNOSTICO DE LAS HEMOGLOBINOPATIAS.

Las mutaciones con disminucién de la solubilidad se sitian en zonas cercanas a la
superficie de la molécula por lo que se acompafan de un cambio en la carga eléctrica y una
alteracion en la movilidad electroforética. Por tanto, se pueden detectar mediante electroforesis

de hemoglobina a pH alcalino, asi como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Las hemoglobinopatias causadas por mutaciones en el interior de la molécula

(hemoglobinopatias inestables, hemoglobinopatias con alteracidn de la afinidad por el oxigeno y
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metahemoglobinas) a veces no se acompafian de alteracién en la movilidad electroforética, por
lo que para realizar el diagndstico se precisan técnicas adicionales: demostracién de la
formacion de cuerpos de Heinz con una tincién vital como el azul de cresilo, pruebas de
termoestabilidad, la prueba de estabilidad quimica, electroforesis a diferentes pH, estudio de la
afinidad de la Hb por el oxigeno o técnicas de biologia molecular para la localizacién de la

mutacidn causante [9,73,79-82].

4.1.2.- TALASEMIAS.

Las talasemias son un grupo heterogéneo de anemias hereditarias producidas por un
defecto en la sintesis de las cadenas de globina. La cadena o cadenas afectas se sintetizan de
manera normal, pero en cantidad inferior a lo habitual (alteracidn cuantitativa). La patologia
viene determinada por la disminucién de la cantidad de Hb en los hematies, que condiciona la
microcitosis y la hipocromia, y por el exceso de cadena que se sintetiza en cantidad normal, que
gueda no apareada y dafia al hematie, provocando su muerte precoz (hemdlisis y eritropoyesis

ineficaz).

Este defecto de sintesis puede involucrar a cualquier cadena de globina, si bien dado el
predominio de Hb A en la vida postnatal los principales tipos de talasemia se producen por
defecto de sintesis de cadena alfal(a talasemia) y betaB(B talasemia) [80]. La herencia es
codominante y se ha observado en todos los grupos étnicos, si bien existe mayor incidencia en
determinadas dreas geograficas que guardan relacién con las zonas endémicas de paludismo

[83-85].

En general se pueden clasificar de acuerdo a las manifestaciones clinicas derivadas de la
enfermedad o al defecto genético de cada una. La Hb del adulto o HbA1l es una hemoproteina
tetramétrica (a2[32). El gen estructural de la a-globina estd duplicado (ol y a2) y se encuentra
en el cromosoma 16, por lo que cada célula diploiede contiene 4 copias. Sin embargo existe un
solo gen funcional de la B-globina en el cromosoma 11, por lo que la célula diploide tiene dos

genes 3 (Figura 6).
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Figura 6. Origen genético de las hemoglobinas humanas. En cada estadio del desarrollo se activan y

suprimen diferentes genes.

4.1.2.1. ALFA-TALASEMIA.

Se produce por la disminucién o ausencia de cadenas a de globina. En la mayoria de
casos se produce por deleciones que eliminan uno o los 2 genes a de los 4 presentes
(cromosoma 16). Los principales factores que modulan la severidad del fenotipo son el nimero
de genes afectos y el grado en que la mutacion disminuye la sintesis de cadenas de globina. Se
pueden clasificar segun las manifestaciones clinicas o segun el defecto genético que las produce

[80].

a) Clasificacién clinica: se dividen en 4 grandes grupos:

1. Portador silente o rasgo silente: sujetos con mutacién en las cadenas de globina pero sin

alteraciones de los parametros hematoldgicos o alteraciones en el limite de la
normalidad. No tiene repercusién clinica.

2. Rasgo talasémico a o a-talasemia minor: anemia microcitica hipocroma no transfusién

dependiente.
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3.

b)

Enfermedad de la Hb H: sujetos con mayor grado de anemia pero que no necesitan

transfusiones o sélo de manera esporadica.

Hidropesia fetal por Hb Bart: debido a mutaciones homocigotas, que producen anemia

severa dependiente de transfusion y tienen gran repercusidn socio-sanitaria.

Clasificacion genética. La familia de las a-globinas se encuentra en el cromosoma 16 y

forma un cluster que estd compuesto por dos copias de la a-globina, dos pseudogenes y

a continuacion la globina g (figura 7).

oW Noe

Figura 7. Cluster a-globina en el cromosoma 16.

La cadena deficitaria es la que da el nombre al tipo de talasemia; ademas, se subdividen
en funcién de que la sintesis esté disminuida o ausente en a" o a’. A su vez, las
mutaciones pueden estar en estado homocigoto o heterocigoto. De esta forma, se

clasifican en 5 grupos:

o+ talasemia heterocigota (-a/aa)

o+ talasemia homocigota (-a/-o)

00 talasemia heterocigota (--/o.o)

o+/00 heterocigota (--/-a.) se produce por la pérdida de 3 genes y se corresponde con la
hemoglobinopatia H, producida por la formacion de tetrdmeros de cadenas beta (beta4)
que

00 homocigota (--/--) se produce por la pérdida de 4 genes a, y se corresponde
fenotipicamente con la hidropesia fetal por Hb Bart. Es un cuadro incompatible con Ila
vida, en el que existe ausencia total de cadenas a, por lo que no se puede sintetizar Hb A

ni HbF. Los sujetos afectos mueren durante la gestacion o en las primeras horas de vida.

En las Figuras 8 y 9 podemos comprobar la relacién entre genotipo/fenotipo en la a-

talasemia. El alelo (-a) también denominado a’-talasemia (o a2-talasemia) es el defecto mas

leve y no produce un fenotipo grave en el estado homocigoto o heterocigoto compuesto (-o./-a).

En cambio, el alelo (-), a’-talasemia (o al-talasemia) si lo presenta. Si no se expresan 3 de los 4
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genes a (--/-a), el paciente puede padecer una anemia hemolitica moderada o grave

(enfermedad de HbH).

a2 al GENOTIPO FENOTIPO
Normal (oa/aa) Normal
- . a* talasemia heterocigota (-a/au)
[B—
) Anemia microcitica leve.
E «* talasemia homorocigota (-a/-ct) HPLC normal aunque
— frecuentemente HbA2 < 2,5%.
R — a” talasemia heterocigota (cua/cucr)
: . Enfermedad de HbH.
: | Combinacién «® / a* (—/-c) Anemia hemolitica intermedia
u pre y postnatal
H _,, " o talasemia homocigota (--/--) Hidropesia fetal con Hb Bart.
— b— Anemia hemolitica grave
prenatal

Figura 8. Relacion genotipo-fenotipo en la a-talasemia.

Mediante las electroforesis convencionales por HPLC o capilar, la enfermedad de HbH es

detectable sélo en la vida post-natal cuando se encuentra presente una cantidad suficiente del

homotetrdmero B4 (muy inestable). La forma mds grave de a-talasemia esta causada por la

ausencia total de expresién del gen a (--/--) y origina la muerte perinatal (hidropesia fetal o

hemoglobina Bart formada por tetrameros de y4). En casos raros, la hemoglobina H (HbH)

enfermedad o la hidropesia fetal (hemoglobina Bart) pueden ser debidos a una homocigosis de

formas no delecionales. Aunque la HbH suele ser sintomatica, alguna formas con variantes

delecionales son asintomaticas. Ademas, la delecién de tres genes a -globina que implica una

mutacion severa no delecional (por ejemplo, la hemoglobina Constant Spring) también pueden

causar un hidrops fetalis [37].
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Figura 9. a-talasemia. Relacion genotipo-fenotipo, adaptado de Piel FB et al. [37].

En el caso de las a-talasemias, la mayoria de alteraciones que se producen son
deleciones de diferentes longitudes que afectan a 1 o a los 2 genes a del cromosoma (figura 10).
Las mas frecuentes son la delecion de un gen a con pérdida de 3’7 kb de ADN (delecion
rightward) que se origina por la desalineacion y recombinacidn reciproca de homdélogos entre
los cromosomas, lo cual afecta ambos genes a en cis y se forma un gen hibrido (a2 1), dejando
un solo gen a funcional en un cromosoma (—a.3.7/ a.a). La otra forma mas frecuente de delecidn
es la que afecta al segmento de 4’2 kb de ADN (delecidn leftward). La 3’7 es tipica de las areas
arabe, africana y mediterranea mientras que la 4’2 es mas tipica de la zona oriental [46]. Las a’-
talasemia presentan pérdida de 2 genes a en el mismo cromosoma: se trata de mutaciones mas
amplias, que afectan a mas pares de bases, lo cual provoca un fenotipo mas grave. También
causan genotipo o talasemia algunas deleciones que no afectan directamente a los genes o y
sin embargo provocan fenotipos de a- talasemia, debido a que se pierde una secuencia
reguladora de ADN que controla la actividad ADNasa que regulan la sintesis de cadenas

proteicas. Estas se conocen como a-talasemia por delecion del elemento regulador HS-40.
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DELECIONES GENES ALFA
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Figura 10. Formas delecionales en las a-talasemias

Mucho menos frecuentes son las a-talasemias no delecionales. Representan un 5% de
las a-talasemias y se producen por mutaciones puntuales o pequefias deleciones que afectan a
la transcripcién, procesamiento y traduccidon del ARNm (figura 11) [36,86,87]. Estas formas de a-
talasemia suelen ir acompafiadas de disminuciéon en la sintesis de cadenas a-globina mas
intensas que las observadas en las formas delecionales. En general obedecen a mutaciones
puntuales o deleciones muy cortas y/o inserciones, que implican regiones codificadoras o
secuencias reguladoras de la expresion génica. La gran mayoria afectan al gen a2-globina y
parece que no estan asociadas a cambios en la expresion del gen al-globina, al contrario que en
la mayoria de las formas delecionales [37,46,87]. Las mutaciones puntuales pueden alterar
diferentes etapas en la expresién de los genes a-globina pudiendo afectar a la maduracidn

(transcripcidn, procesamiento-splicing) o traduccion del RNAm:

1. Defectos de maduracién. Se han descrito 5 mutaciones de este tipo, una de las cuales
(delecidn de 5 pb en el intron 1 del gen a.2) se ha descrito en el area mediterrdnea y es
la forma mas descrita en éste area. Esta mutacidn elimina una diana de restriccion para
la enzima Hph | en el gen a2, de ahi su denominacion a"™a. Se caracteriza por ser una

delecién que comprende cinco pares de bases de nucleétidos (TGAGG) situados en el
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extremo 5’ de la secuencia interpuesta o “intervening sequence 1” (IVS-1) e interfiere en
el procesamiento normal RNAm del gen o2 afectando al mecanismo normal de
“splicing”. Otras mutaciones afectan a la sefal del poli-A del gen a2 y modifican el
procesamiento del extremo 3'del RNAm. Se ha observado que este tipo de mutaciones
van acompafiadas también de una incorrecta terminacién de la transcripcion, lo que
interfiere en la expresion del gen al-globina. [37]

Defectos de traduccidn. Se han descrito varias mutaciones que alteran la traduccion del
RNAm, tres de ellas puntuales que anulan el coddn de iniciacidon (ATG) y otra (delecidn
de 2 pb) que modifica la secuencia de consenso adyacente a la sefal de iniciacidn y
reduce la traduccién en el 30-50%. De ellas, la mas frecuente en el area mediterranea (y
la segunda talasemia no delecién en frecuencia) es la denominada mutacién oo o
aa“®°, causada por sustituciones de una base en el codén de iniciacidén ATG en el gen a2
(ATG > ACG) y en el gen al (ATG —>GTG) respectivamente, lo cual elimina
completamente la expresion del gen involucrado. La que implica al gen a2 es mas severa
que la del gen a1y se evidencia al abolir el sitio de corte de la enzima Ncol: o*“°a.. Otras
mutaciones que producen el cese prematuro de la traduccidon son las mutaciones sin
sentido (non sense mutations) con ausencia de la sintesis de globina (GAG = UAG) y las
mutaciones con desviacidn del patrén de lectura (frameshift mutation) con aparicion de
moléculas de globina inutilizables para la sintesis de hemoglobina. Finalmente existe un
grupo de mutaciones situadas en el codén de terminacion (TAA) que anulan la sefial de
cese de la traduccidon del RNAm, con lo que éste no se produce hasta que aparece otra
sefial en la region 3’dando lugar a un alargamiento de la cadena de a-globina. Ejemplos
de estas mutaciones son las Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb Koya Dora y Hb Seal Rock
entre otras. Este tipo de hemoglobinas se caracterizan por una disminucién en la
estabilidad del RNAm, por lo que en los reticulocitos de estos pacientes no se detecta
sintesis de cadena a-globina por parte del alelo mutado a pesar de que tales cadenas
parecen ser estables y capaces de formar tetrameros de Hb. Por ello estas mutaciones,
junto con el defecto estructural (alargamiento de la cadena de globina), van
acompafiadas de una disminucién de la sintesis de cadenas a-globina y fenotipo de a-
talasemia (hemoglobinopatias talasémicas) de las cuales hay descritas en nuestro medio

dos: Hb Lleida y Hb Clinic [46,87].
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MUTACIONES PUNTUALES
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Figura 11. Formas no delecionales en las a-talasemias.

4.1.2.2. BETA-TALASEMIA.

La B-talasemia estd producida por el déficit o ausencia de sintesis de cadenas beta -
globina, situada en el brazo corto del cromosoma 11 (figura 12). La herencia de un alelo -
talasémico determina un individuo portador (genotipo heterocigoto) con talasemia menor. La
herencia de los 2 alelos mutados (genotipo homocigoto mutado o doble heterocigoto) produce
una talasemia mayor; un tercer grupo corresponde a la talasemia intermedia, con
manifestaciones clinicas y hematoldgicas intermedias con respecto a los 2 primeros grupos, en

general debidas a genotipos complejos de asociaciéon de distintas mutaciones.

Al contrario que en la a-talasemia, el mecanismo es predominantemente no delecional,
y la gran mayoria se suelen producir por mutaciones puntuales (sustitucion de una base
nitrogenada por otra que producen cambio de un aminodacido por otro) que alteran los procesos
de transcripcion, procesamiento o traduccién del ARN mensajero (figura 12); sélo un pequefio
porcentaje es consecuencia de la delecién de fragmentos del gen B-globina o de la adicién de
nucledtidos. Aunque existen numerosas mutaciones descritas para la B-talasemia y con un
mecanismo molecular muy heterogéneo, éstas tienen una distribucion caracteristica en cada
poblacién que hace que en cada zona existan un grupo de mutaciones (unas 25 mutaciones) que
representan la gran mayoria de los alelos -talasémicos en las poblaciones de todo el mundo y
justifican el 90% de las beta talasemias, como se describié en el apartado de epidemiologia

[80,87,88].
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Figura 12. Estructura normal del gen B-globina y las ubicaciones y tipos de mutaciones resultantes en b-
talasemia. Adaptado de Olivieri NF et al. [88].

Al igual que en las a-talasemias, se pueden clasificar segun las manifestaciones clinicas o

segun el defecto molecular que las origina:

a) Clasificacion clinica:

1.

52

Rasgo talasémico B o [-talasemia minor: anemia microcitica hipocroma no

transfusidon dependiente.

Talasemia B-intermedia: sujetos con mayor grado de anemia pero que no necesitan

transfusiones o sélo de manera esporadica.
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3. PB-talasemia mayor: debido a mutaciones homocigotas, producen anemia severa

dependiente de transfusién y tienen gran repercusién socio-sanitaria.

b) Clasificacion genética.
Actualmente hay descritas mas de 200 variantes [-talasémicas en el gen que codifica
para B-globina, reportadas en la base de datos de mutaciones “Hb Var database” Database

issue: D537-541. http://globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html. Aunque la mayoria son pequefias

mutaciones puntuales de nucleétidos, algunas deleciones también pueden causar -talasemia y
existen también deleciones de gran tamafio, donde el defecto molecular involucra la pérdida de

los genes que codifican para 6 y B-globina (alelos 5p-talasémicos) [88].

1. Todos los genes B-globina contienen tres exones y dos intrones entre los codones 30 y
31y 104 y 105, respectivamente. La accidn principal de todas las mutaciones es abolir la
salida de las cadenas de B-globina (B°-talasemia) o reducir la salida (B*-talasemia). Las
mas de 200 mutaciones diferentes que actian de esta manera pueden interferir con la
accion del gen de [B-globina en el nivel transcripcional, en el procesamiento del
transcrito primario, en la maduracidon del RNAm, o en la estabilidad post-transcripcional

producto del gen 3-globina [88].

MUTACIONES PUNTUALES.

Todas las mutaciones dan como resultado o bien la ausencia de la sintesis de las cadenas de
B-globina (B°-talasemia) o bien una reduccién en la sintesis de cadenas B-globina (B*-talasemia)

y se dividen, de acuerdo con su efecto sobre el RNAm en tres grandes grupos:

1. Defectos de transcripcion del RNAm. Son mutaciones situadas en la region promotora

del gen B-globina y pueden afectar a las secuencias conservadas del DNA o a la situadas
cerca de las regiones CAP y no traductora (UTR) del extremo 5’terminal del gen. Tienen

un fenotipo de B*-talasemia.
1.1 Mutaciones de la regién CAP (CAP site mutations). Alteran la etapa capping de la

transcripcion del RNAm dando lugar a moléculas de RNAm inestables de las que se

traducen solo el 10-25% (B*-talasemia).
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1.2 Mutaciones de la region 5°UTR apenas disminuyen la sintesis de globina y en estado
heterocigoto pueden spar desapercibidas (hemograma normal, As normal), es la -

talasemia silente.

Defectos de maduracion del RNAm. Los fragmentos del RNAm transcritos de las

regiones no codificadoras o intrones (intervening sequences o IVS) deben ser eliminados
mediante procesamiento o maduracion del RNAm (splicing). Este proceso es
imprescindible para que el RNAm sea leido por ribosomas. Asi se producen mutaciones
en los sitios de corte y empalme que impiden la eliminacidn de los intrones y el correcto

procesamiento del RNAm. Entre los defectos d e maduraciéon del RNAm se encuentran:

2.1 Mutaciones que anulan el proceso de escision (splice junction mutations). Estas
mutaciones se sitlan en las regiones de contacto entre exones e intrones
bloqueando la escision de las secuencias intrénicas y un cese total de la traduccién
del RNAm.

2.2 Mutaciones que crean nuevas sefiales de escision (mutations creating new splinicg
signals). Son sustituciones de bases nitrogenadas que aparecen en el interior de los
intrones (IVS) sin afectar a las secuencias de consenso y, cuya Unica consecuencia es
la maduracidon anémala del RNAm.

2.3 Mutaciones que activan sefale de escision cripticas (enhanced cryptic splice sires
mutations). Son mutaciones situadas en el exdn 1, que dan lugar a una activacion de
secuencias escondidas (cripticas) que de esta forma actian como dinucledtidos
dadores capaces de alterar la escision del RNAm.

2.4 Mutaciones de la regidén de poliadenilacion (RNA cleveage defect mutations). Se
hallan situadas al final del exdn 3 donde reside la llamada regidn de poliadenilacidn

o poli-A (AATAAA) y elimina uno de los puntos de escisién normal del RNAm. La

consecuencia es el alargamiento de la molécula del RNAm, que resulta inestable

pero parcialmente traducible (B*-talasemia).

Defectos de traducciéon del RNAm. Se deben a mutaciones situadas en codones de

iniciacién o terminacién de la traduccion del RNAm. La transcripcién del RNAm se realiza
normalmente pero falla su proceso de traduccion. Las mutaciones que se producen en el
coddn de iniciacién (ATG) anulan por completo la traduccidon del RNAm por lo que se las

conoce como mutaciones “sin sentido” (nonsense mutations), siendo la mas frecuente
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en el area mediterranea la mutacién CD39 (C->T) que en Espafia supone el 50% de las -

talasemias. Otras mutaciones ocasionan desviacion del patron de lectura (frameshift
mutations) con aparicion prematura de un coddén de terminacién ocasionando el cese

prematuro de la sintesis de B-globina (B°-talasemia).

DELECIONES.

Son muy poco frecuentes y todas ellas se acompafian de una ausencia total de sintesis de -
globina (Bo-talasemia). Existen descritas tres formas:
1. Deleciones de la regién promotora LCR. El gen permanece intacto pero sin actividad
funcional.
2. Deleciones del gen B-globina. La mejor conocida es la delecién del 619 pb que se
extiende desde el IVS-2 hasta el extremo 3’del gen [B-globina y se halla restringida a

individuos de origen indio o pakistani (B°talasemia).

4.1.2.4. DELTA-BETA-TALASEMIA Y PERSISTENCIA HEREDITARIA DE HEMOGLOBINA FETAL.

La 6B-talasemia y la persistencia hereditaria de Hb fetal (PHHF) constituyen un grupo
heterogéneo de alteraciones raras con distribuciéon mundial, caracterizadas por presentar
valores elevados de hemoglobina fetal (HbF) en el individuo adulto. La distincién entre 6B-
talasemia y la PHHF se realiza segln el porcentaje de HbF, que en el sujeto heterocigoto con
PHHF sobrepasa el 30% y se acompafia de indices hematimétricos préximos a la normalidad,
mientras que el heterocigoto 6B-talasemia tiene una tasa de HbF entre el 5y el 20% y se

acompana de microcitosis e hipocromia eritrocitaria [80].

Las 5B-talasemias se clasifican en 5B "y 8B° talasemias, seguin el grado de sintesis de cadenas & y

B por parte del cromosoma afectado. A su vez, la 3B *-talasemia puede clasificarse en:

-3B*-talasemia que resultan del intercambio de material genético no homdlogo con la
produccién de variantes globinicas, producto de la fusién de las cadenas of, entre las que

destaca la Hb Lepore.
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-El segundo grupo obedece a dos mutaciones diferentes que afectan al cluster 3-globina,
inactivando total o parcialmente el gen 6 o B y ademds, pueden incluir mutaciones que
aumentan la expresion del gen y-globina, dando lugar a fenotipos muy parecidos a las formas

delecionales de 5p°-talasemias.

La 6[30 -talasemia es debida a largas deleciones que implican al cluster B-globina y
eliminan los dos genes & y [ dejando intacto un gen y o los dos por lo que se produce una

sintesis compensadora de HbF [87,88].

4.1.2.4. DIAGNOSTICO DE LAS TALASEMIAS.

El parametro de laboratorio utilizado para la deteccién de talasemias es la microcitosis, y
se ha empleado para la deteccién de portadores asintomaticos, puesto que ofrece una buena
sensibilidad [89]. Posteriormente debe confirmarse el diagndstico objetivando el incremento en
la HbA2 en el caso de la B-talasemia mediante electroforesis de hemoglobinas, cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) o electroforesis capilar. Hemos de tener en cuenta que estos

estudios no son utiles en recién nacidos, puesto que éstos presentan cifras bajas de Hb A2.

En el caso de las a-talasemia, también puede aparecer microcitosis pero Iégicamente sin
aumento de HbA2, por lo que la Unica forma de diagnosticarlos con seguridad es realizar un

analisis directo del gen con técnicas de biologia molecular (Southern Blot o PCR) [80,87].

4.2.- ANEMIAS HEREDITARIAS POR DEFECTOS EN LA MEMBRANA DEL HEMATIE:
MEMBRANOPATIAS.

Las anemias hemoliticas por defectos en la membrana del hematie constituyen un grupo
de anemias hereditarias importante. Aunque existen notables similitudes entre ellas, cada una
de ellas presenta determinadas caracteristicas clinicas, morfoldgicas, de laboratorio y
moleculares. La caracteristica comun de estas patologias es que producen una alteraciéon de la

forma o de la deformabilidad del hematie [87].
La membranopatia de mayor interés clinico por su frecuencia es la Esferocitosis

Hereditaria (EH), seguida por la Eliptocitosis congénita (EC) y la Estomatocitosis Hereditaria

(EsH)[87].
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4.2.1.- ESFEROCITOSIS HEREDITARIA (EH).

Engloba un grupo heterogéneo de trastornos congénitos, de diferente gravedad clinica y
forma de transmision familiar, caracterizados por la presencia de hematies de morfologia
esférica o esferocitos en las extensiones de sangre periférica que presentan una fragilidad

osmadtica aumentada.

La membrana del hematie esta formada por una doble capa fosfolipidica y las proteinas
integrales y estructurales que constituyen el citoesqueleto. Los defectos en la composicidn
proteinica de la membrana producen desacoplamiento entre la bicapa lipidica y el esqueleto,
acarreando la pérdida de la forma del hematie, se reduce su deformabilidad para el paso por
areas de la microcirculacién del bazo y una mayor permeabilidad a cationes. Todo esto
condiciona una reduccién de la vida del eritrocito. En la mayoria de ocasiones se produce por un
déficit de anquirina o de espectrina, y se presenta con un cuadro clinico clasico de ictericia,
anemia con reticulocitosis y esplenomegalia, con esferocitos circulantes en sangre periférica.
También conocida como enfermedad de Minkowsky-Chauffard, es la anemia hemolitica
congénita mas frecuente en la raza blanca; su incidencia se ha estimado en 1 por cada 3000
nacimientos en el norte de Europa y 1 de cada 2000 nacimientos en el litoral mediterraneo.
Aunque se ha descrito en todas las poblaciones y razas, parece ser menos comun en personas de
origen afroamericano y del sudeste asiatico [90], aunque en la mayoria de casos no se encuentra

aun bien documentada [14,91-94].

Los defectos en las proteinas de la membrana eritrocitaria producen una disminucién en
el drea de superficie de la misma con la consiguiente reduccidén de la ratio area/volumen
intracelular; esto condiciona la formacién de esferocitos, que son menos deformables y mas
fragiles, los cuales quedan retenidos en el bazo, donde, debido a su mayor fragilidad osmoética se

destruyen y provocan un cuadro de hemdlisis (figura 13) [92].
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Figura 13. Patogenia de la esferocitosis hereditaria. Adaptado de Perrotta S et al [90].

Aproximadamente 2/3 de los pacientes presentan un patron de herencia autosdémico
dominante. También existen patrones autosdmicos recesivos y mutaciones de novo [107]. Mas
raramente se han publicado algunos casos con anemia hemolitica perinatal severa o muerte
fetal relacionados con mutaciones homocigotas o dobles heterocigotas que afectan a la banda 3
o a la espectrina [95]. Generalmente, el grado de hemdlisis es similar dentro de la misma familia.
La mayoria de los casos se producen por defectos de la ankirina, de la beta espectrina y de la
banda 3; existen multiples locus genéticos involucrados. La mayoria son mutaciones privadas

[90,96].

El cuadro clinico caracteristico consiste en un cuadro de hemdlisis (anemia,
reticulocitosis, ictericia, esplenomegalia, calculos biliares) con presencia de esferocitos con
fragilidad osmdtica aumentada y antecedentes familiares de un cuadro similar. Se clasifican en

leve, moderada o grave en funcidn de la cifra de Hb, bilirrubina y reticulocitos.

El diagndstico se basa en la historia familiar compatible mas el cuadro clinico tipico
arriba descrito: cuadro de hemdlisis o anemia hemolitica no immune, es decir con test de
Coombs directo (TCD) negativo, con hiperbilirrubinemia y esplenomegalia. Los datos de
laboratorio mas destacados son:

- Morfologia de sangre periférica: presencia de esferocitos en diferentes grados.
- Indices eritrocitarios: la mayoria de pacientes presentan anemia leve o moderada;
caracteristicamente, la CHCM estd aumentada, por la relativa deshidratacion del

hematie, y el ancho de distribucidn eritrocitaria aumentado [97].

- EI'VCM suele ser normal o ligeramente disminuido.
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- Lafragilidad osmética eritrocitaria (FOE) estd aumentada; esta fragilidad, que a veces no

se manifiesta con la sangre fresca en algunos pacientes con EH, se acentua al incubar la
sangre a 372 durante 24h, por lo que es el test estandar en el diagnéstico de la EH
[98][111].

- Oftros tests diagndsticos que presentan mayor sensibilidad, como la ektacitometria de
gradiente osmético, que mide la rigidez de membrana del hematie; el test de Eosin-5-
maleimida (EMA); la electroforesis de las proteinas de la membrana del hematie en gel
de poliacrilamida y en presencia de dodecyl sulfato sédico (SDS-PAGE); o el analisis de
DNA por PCR, no se realizan de manera rutinaria por ser muy costosos y se suelen

reservar para la confirmacion de casos dudosos.

En los casos sin antecedentes familiares el principal diagndstico diferencial hay que hacerlo
con la anemia hemolitica autoinmune (hemdlisis con TCD positivo) y con otros defectos de
membrana, para lo cual puede ser util la electroforesis de las proteinas de membrana

eritrocitaria.

Tabla 7.Clasificacion de la esferocitosis hereditaria. Adaptado de Eber et al [92].

Hallazgos Portador HS HS HS grave

laboratorio asintomatico moderada moderada/

grave

Hb (g/dL) normal 11-15 8-11 6-8 <6
Reticuloc. (%) 1-2 3-8 +8 210 210

Bilirrubina 0-1 1-2 +2 2-3 >3
(mg/dL)

Contenido 100 80-100 50-80 40-80 20-50
espectrina (%

de normal)
Morfologia Normal Esferocitosis leve Esferocitosis Esferocitosis Esferocitosis y
sangre poiquilocitosis

periférica

Fragilidad Normal Normal/aumentado Aumentado Aumentado Aumentado
osmética

normal

Fragilidad Aumentada Aumentada Aumentada Aumentada Muy
osmoética aumentada
incubada
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4.2.2.- ELIPTOCITOSIS HEREDITARIA (EC).

Al igual que la EH, la EC engloba diversos trastornos que se caracterizan por la presencia
de eliptocitos en la sangre periférica. Se produce por déficits de diferentes proteinas de
membrana, siendo la mas frecuente el déficit de espectrina a y B, aunque se han identificado
alteraciones también en la proteina 4.1 y en Glicoforina C. Todas ellas producen una

inestabilidad en la membrana eritrocitaria que conduce a la transformacién en eliptocitos.

La herencia es autosémica dominante en la mayoria de casos, aunque también se han
descrito pacientes con mutaciones de novo. Las caracteristicas clinicas varian incluso entre
pacientes de la misma familia, que oscila desde el portador asintomatico (sin anemia, pero que
pueden presentar episodios de hemdlisis asociados a infecciones, hiperesplenismo, déficit de
B12 y otras situaciones) hasta los pacientes con anemia severa y hemdlisis crénica. Esto refleja la

gran heterogeneidad molecular de esta entidad [98].

4.3.- ANEMIAS HEREDITARIAS POR DEFECTOS EN LAS ENZIMAS DEL METABOLISMO
ERITROCITARIO: ERITROENZIMOPATIAS.

Varios defectos enzimaticos eritrocitarios producen anemias hemoliticas congénitas,

siendo los mas frecuentes el déficit de G6PDH y el déficit de PK.

4.3.1.- DEFICIT DE GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PDH).

Las crisis hemoliticas desencadenadas por agentes oxidantes son caracteristicas del
déficit de G6PDH. En la ruta metabdlica del cortocircuito de las pentosas, se produce
nicotinamida adenindinucledtido fosfato reducido (NADPH), reaccién mediada por la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Fig. 14). EIl NADPH es necesario para mantener el glutation
reducido, que protege la hemoglobina de la accién oxidativa del peréxido de hidrégeno. Cuando
disminuye el glutation reducido, la hemoglobina desnaturalizada precipita (cuerpos de Heinz) y

se produce la hemdlisis.
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Figura 14. Vias metabdlicas intraeritrocitarias. El hematie necesita energia para mantener sus funciones,
siendo la glucosa su unico sustrato metabdlico. Mediante la glucélisis anaerdbica (via de Embden-
Meyerhof) y el cortocircuito oxidativo de las pentosas, el hematie obtiene ATP y una serie de productos
intermediarios imprescindibles.

Esta deficiencia enzimatica tiene una herencia ligada al cromosoma X, afecta a mas de
200 millones de personas en el mundo y es un ejemplo de “polimorfismo equilibrado”, por la
ventaja evolutiva de resistencia al plasmodium falciparum en las mujeres heterocigotas, que
contrarresta el pequefio efecto negativo de los varones hemicigotos afectados. Se ha clonado y

secuenciado el gen responsable y estan descritas mas de 100 variantes enzimaticas distintas.

Clinicamente, el déficit de G6PDH es responsable de dos sindromes clinicos: una anemia
hemolitica episddica intravascular inducida por agentes oxidantes y una anemia hemolitica
cronica espontanea no esferocitica. Las tres variantes mas frecuentes del enzima que dan lugar a
crisis hemoliticas desencadenadas por agentes oxidantes son la africana, la mediterranea y la
oriental. Los sintomas aparecen uno o dos dias después de haber ingerido las sustancias
oxidantes (aspirina, sulfamidas, primaquina, vitamina K, habas frescas, etc.) o de iniciarse una
infeccion virica o bacteriana. En las formas graves, la anemia intensa puede poner en peligro la
vida. Los cuerpos de Heinz aparecen durante las crisis y, como las células que los contienen son
eliminadas con rapidez de la circulacién, pueden dejar de verse después de 2 6 3 dias. Es

frecuente que la primera manifestacion de un déficit de G6PD sea en forma de ictericia
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neonatal, mas aun si a la madre antes del nacimiento o al recién nacido se les administran

farmacos oxidantes [4,12,14].

El diagndstico depende de la demostracidn de la disminucidn de actividad del enzima en
los eritrocitos, mds evidente después de varias semanas del episodio hemolitico, cuando remite

la intensa reticulocitosis, porque las células jovenes poseen una actividad enzimatica mayor.

La mejor medida terapéutica es la prevencién de los episodios hemoliticos en los
pacientes predispuestos evitando la exposicion a agentes oxidantes. La esplenectomia en las

formas de hemdlisis crénica no estd generalmente indicada [4,12,14].

4.3.2.- DEFICIT DE PIRUVATOKINASA (PK)

En la deficiencia de piruvato Kinasa (PK) se altera la generacién de ATP y los eritrocitos
no pueden mantener su contenido de agua y de potasio, se vuelven rigidos y su vida media
disminuye. La deficiencia de PK se hereda como un trastorno autosémico recesivo y se debe a
mutaciones del gen PKLR localizado en el cromosoma 1gl2. Las personas homocigotas
presentan reduccidon marcada de la actividad PK en los eritrocitos o la produccién de una enzima
anormal con actividad disminuida. Generalmente, se asocia a un sindrome hemolitico crdnico,
con tasas de hemoglobina entre 8 y 12 g/dl, en general sin necesidad de transfusiones. El
diagndstico precisa la demostracidn de una marcada reduccion de la actividad PK eritrocitaria.

En estos pacientes estd indicada la esplenectomia [4,12,14].
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1.- HIPOTESIS DE TRABAJO.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) se han estudiado las
anemias hereditarias desde el afio 1978, actuando en muchas ocasiones como Centro de

Referencia de la Region de Murcia.

No existen estudios epidemioldgicos ni registros oficiales promovidos por los
organismos sanitarios competentes de la incidencia y prevalencia de los sindromes anémicos
hereditarios en la Regidon de Murcia, en unas enfermedades que, probablemente, son un grupo
de patologias altamente prevalentes en poblaciones de riesgo y cuya importancia esta

infraestimada desde el punto de vista de Salud Publica.

Por tanto, nuestra hipdtesis de trabajo es que el conocimiento epidemioldgico y del
espectro mutacional de estas patologias es de gran trascendencia cientifica y socio-sanitaria ya
gue sus resultados son claves para desarrollar los registros regionales, los mapas de
distribucién geografica e implantar programas de cribado neonatal y evaluarlos como ya se
realiza en varias Comunidades Auténomas. Ademas, estos estudios permiten analizar el
impacto que los movimientos migratorios tienen sobre estas patologias, con la enorme
trascendencia que estos movimientos tienen actualmente en el sistema nacional de salud y las
consecuencias socioecondmicas que una indecuada planificacion puede ocasionar en el

sostenimiento del sistema sanitario.

2.- OBJETIVOS

OBIJETIVO PRINCIPAL DEL ESTUDIO

Analizar el perfil epidemiolégico y biolégico de los pacientes diagnosticados de anemia
hemolitica hereditaria en el area de influencia sanitaria del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca, el hospital de referencia de la regiéon de Murcia, en un periodo de 19

anos (desde el 1 de enero de 1995 hasta el 31 de diciembre de 2013).
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OBIJETIVOS SECUNDARIOS
1. Descripcion de las principales alteraciones moleculares de las talasemias en la Regién de
Murcia.
2. Proporcionar datos clinicos y epidemioldgicos que permitan establecer la necesidad de

un programa de cribado de anemias hemoliticas hereditarias en nuestra Regién.
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El Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca estd dotado de 863 camas, atiende

a una poblacion aproximada de 257000 personas y es centro de referencia para estudios de la

patologia de la serie roja:

- Membranopatias y eritroenzimopatias de toda la Region.

- Hemoglobinopatias y talasemias de las dreas Il (Cartagena), lll (Lorca), VIII (mar Menor) y

IX (Cieza).

Se ha realizado un estudio observacional longitudinal con componente retrospectivo en

el que se han evaluado las historias clinicas de los pacientes, adultos y nifos, diagnosticados de

algun tipo de anemia hemolitica hereditaria en el Servicio de Hematologia.

El periodo de reclutamiento ha sido de 19 afos: desde el 1 de enero de 1995 hasta el 31

de diciembre de 2013.

1.- PACIENTES.

Desde Enero de 1995 hasta diciembre de 2002, se revisaron los diagndsticos realizados

por afio a un total de 444 pacientes. Desde Enero de 2003 hasta diciembre de 2013, se

analizaron, ademas de los diagndsticos, los datos demograficos y analiticos de cada uno de los

1620 pacientes estudiados en ese periodo.

1.1.- DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS.

Las variables clinicas y demograficas estudiadas fueron:

1.

2
3
4.
5
6
7

Sexo

Edad al diagndstico
Pais de origen
Etnia

Motivo del estudio
Diagndstico

Area de salud del paciente
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1.1.1.- METODOLOGIA Y BASES DE DATOS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DE LOS DATOS CLINICOS Y
DEMOGRAFICOS.

Para el estudio de los datos clinicos y demograficos se utilizaron las siguientes fuentes:

v' Registro de estudios de anemia del Servicio de Hematologia y Hemoterapia del Hospital

Virgen de la Arrixaca: de este registro se seleccionaron los estudios realizados entre

1995 y 2002 que resultaron en un diagndstico de anemia hemolitica hereditaria.

v Sistema_informatico de laboratorio (SIL) OMEGA®3000 de Roche Diagnostics, S.L.

Basilea. Se trata de un sistema de gestion de laboratorio en el que se recogen los datos
analiticos de los pacientes de nuestro centro. Ha estado implantado en el hospital desde
el afo 2002 hasta el 2013. La seleccidon se realizd mediante la creacién de reglas CAR
(Conjunto Articulado de Reglas de decisién) para la seleccion de peticiones que

cumplieran los siguientes requisitos:

a. Regla 1: B-talasemia 1. Selecciona peticiones con HbA,>3,5%, HbF menor de 2%
y VCM menor de 80 fL.

b. Regla 2: B-talasemia 2. Selecciona peticiones con HbA2 mayor de 3,5% y Hb fetal
mayor de 2% con VCM menor de 80 fL.

c. Regla 3: 3B-talasemia. Selecciona peticiones con HbF mayor de 3% y HbA2
menor de 3,5%. Se excluyen los pacientes entre 0 y 9 meses o aquellos con edad
desconocida y con aumento de Hb F.

d. Regla 4: Hemoglobinopatias: peticiones con electroforesis de hemoglobina
anormal (banda andmala).

e. Regla 5: peticiones con niveles de G6PDH inferiores a 4,6 U/gr. Hb.

f. Regla 6: peticiones con niveles de piruvatokinasa inferiores a 3,7 U/gr. Hb.

g. Regla 7: peticiones con genética de cadenas a globina o 8 globina.

h. Regla 8: Peticiones con RGO normal o RGO incubada alteradas.

v'  La estacidn clinica Selene, de Siemens®. Selene es el software informatico del Sistema

de Informacién Hospitalario Corporativo del Servicio Murciano de Salud. A través de la
misma se contrastaron los datos de la nacionalidad, NHC y domicilio (codigo postal).

v' Pagina web del Instituto Nacional de Estadistica (INE).
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Una vez recogidas todas las peticiones que cumplieran alguna de las reglas CAR

establecidas, se reviso cada una de ellas, incorporando a una base de datos todos los pacientes

en los que se confirmase el diagndstico de algln tipo de anemia hereditaria, afiadiendo todos

los datos demograficos y bioldgicos que faltasen. Se rechazaron todas aquellas que no

mostraron resultados concluyentes.

Se reviso la historia clinica de los pacientes incluidos y se recogieron los siguientes items:

1.

2.

N2 de Historia Clinica (NHC): a través del SIL y Selene. En el caso de no disponer

del mismo, se identific6 con un NHC provisional asignado por el SIL. Este
numero ha sido utilizado como campo clave en la base de datos, para evitar

estudios duplicados.

Cdédigo postal: a través del SIL y Selene se recogio el codigo postal que figurase

en la historia clinica, segun la localidad de residencia.

Area de Salud: Son las estructuras responsabilizadas de la gestién de los centros
y establecimientos del Servicio de Salud en su demarcacion territorial y de las
prestaciones y programas sanitarios a desarrollar por ellos. En la Region de
Murcia cada una de ellas dispone de una Gerencia Unica responsable de la
gestidon de los recursos de atencién primaria y especializada. Hasta el afio 2009

incluido habia 6 areas de salud, y a partir de 2010 se ampliaron a 9.

En el proceso de recogida de datos se dividié la procedencia de los estudios de anemia

por Areas de Salud, atendiendo al mapa sanitario vigente desde el afio 2009 (figura 15). El

procedimiento utilizado fue mediante el registro del cddigo postal y posteriormente la

comprobacion del drea a la que pertenecia cada cédigo postal. La poblacién atendida en cada

area se consulté en las siguientes fuentes:

a)

b)

Servicio de Planificacién y Financiacion Sanitaria. Direccion General de
Planificacién Sociosanitaria, Farmacia y Atencion al Ciudadano. Consejeria de
Sanidad y Politica Social.

Centro Regional de Estadistica de Murcia (CREM), Padréon Municipal de
Habitantes a 1 de enero de <cada afio, disponibles en

www.carm.es/econet/sicrem/PU padron/
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c) Base de Datos del Usuario (BDU) de D.G. Asistencia Sanitaria del Servicio

Murciano de Salud; recoge la poblacion con TSI (Tarjeta Sanitaria Individual).

Tabla 8. Areas sanitarias de la Regién de Murcia desde el afio 2010.

AREA SALUD | ZONA Y HOSPITAL DE REFERENCIA Cddigo asignado

DESCONOCIDO 0
ARRIXACA: MURCIA OESTE

CARTAGENA (H. SANTA LUCIA)

LORCA (H. RAFAEL MENDEZ)

NOROESTE (H. COMARCAL DEL NOROESTE)

ALTIPLANO (H. VIRGEN DEL CASTILLO)

VEGA MEDIA DEL SEGURA (HGU MORALES MESEGUER)
MURCIA ESTE (HGU REINA SOFIA)

MAR MENOR (HGU LOS ARCOS)

CIEZA: VEGA ALTA DEL SEGURA

OTROS: FUERA DE LA REGION

O 00N O Ul B WN

=
o

MAPA SANITARIO REGION DE MURCIA
Orden 24 de abril de 2009

Vega Media
del Segura

Area 4
Noroeste

Area 1
Murcia Oeste

Area 2

Cartagena

Figura 15. Mapa sanitario de la region de Murcia desde el afio 2010.

4. Fecha de nacimiento. A través del SIL y Selene.

5. Fecha de diagndstico:
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a) En el caso de encontrar mas de un estudio de anemia para un mismo
paciente, se selecciond el mas antiguo para la recogida de datos y se
descartd el resto salvo que hubiera pruebas adicionales (por ejemplo,
genética de cadenas de globina) en cuyo caso se afiadié al estudio
inicial.

b) En el caso que un paciente tuviera mas de un estudio pero fuera el
ultimo el que dio el diagnédstico definitivo (por ejemplo a-talasemia que
se diagnosticd por estudio genético con electroforesis y estudios de
anemia previos no diagndsticos) se dio como fecha de diagndstico la de

la prueba diagnédstica definitiva.

6. Edad al diagnostico. En el caso de encontrar mas de un estudio de anemia para

un mismo paciente, se selecciond el mds antiguo para referir la edad.

7. Pais de origen. Se obtuvo mediante el siguiente procedimiento:

a) Se consultd a través de la plataforma Selene, en los datos demograficos
y en los informes médicos.

b) En el caso de que no se encontrasen disponibles, se utilizo el aplicativo
de nombres y apellidos de la pagina web del Instituto Nacional de

Estadistica (figura 16) [99,100] (http://www.ine.es/apellidos/inicio.do y

http://www.ine.es/tnombres/inicio.do). Esta herramienta permite

conocer la frecuencia de un apellido del colectivo al que hace referencia.
La busqueda se puede realizar por provincia de residencia, por provincia
de nacimiento o por nacionalidad. No se muestran los resultados de
nombres o apellidos cuya frecuencia es inferior a 5 para el total nacional
por secreto estadistico. Los datos se han extraido de la estadistica del
Padrén Continuo a fecha de 01/01/2014. En nuestro caso, la busqueda
se realizd por nacionalidad; si el apellido consultado aparecia como
procedente de un solo pais, se asignaba dicho pais al sujeto estudiado.
En el caso de que se obtuviera mas de un pais, se asignaba la etnia pero

el pais de origen quedaba en el grupo 0: desconocido.
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Figura 16. Aplicativo de apellidos del INE (www.ine.es/apellidos)

8. Etnia. Se obtuvo a través de los informes médicos y de los datos de filiacion de
la seguridad social, asi como del aplicativo del Instituto Nacional de Estadistica

arriba descrito [99]. Se dividié en 7 grupos:

a) Grupo 0: desconocido

b) Grupo 1: Caucasica,

c) Grupo 2: Arabe, refiriéndose a los pacientes procedentes de paises de
Africa del norte,

d) Grupo 3: Negra, para los pacientes de Africa subsahariana,

e) Grupo 4: Asiatica,

f) Grupo 5: Indigena americana o latinoamericana, para referirse a los

pacientes de Centro y Sudamérica.

9. Motivo del estudio: se consignd si era estudio familiar o por otros motivos.

1.2.- DATOS ANALITICOS.

Los datos analiticos estudiados recopilados fueron:

1) Parametros de serie roja del hemograma, reticulocitos y porcentaje de
reticulocitos.
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2) Perfil ferrocinético: hierro (Fe), ferritina (Ftna), transferrina (CT), indice de

saturacion de la transferrina (IST).

3) Acido félico y vitamina B12 en suero.

4) Tiempo de lisis en glicerol.

5) Niveles de Niveles de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.

6) Niveles de piruvato kinasa.

7) Electroforesis de hemoglobina, cuantificacion de HbA2, cuantificacién de HbF,

otras bandas de Hb patolégica.

8) Estudios moleculares: andlisis de las principales alteraciones moleculares de las

cadenas oy 3 globina.

Los intervalos de normalidad valores de cada prueba han sido los establecidos por
nuestro laboratorio en cada momento (laboratorio sometido a acreditacion ENAC mediante la

norma UNE EN I1SO 15189 a partir de 2009. Ver alcance en www.enac.es).

En el caso de que en el estudio de anemia no estuviese reflejado alguno de los datos
requeridos, se recogieron de las analiticas de los 3 meses previos y posteriores al mismo. Los
datos de la genética se recogieron siempre, independientemente del tiempo que hubiera

pasado desde el estudio de anemia.

1.3.- DIAGNOSTICOS.

Los diagndsticos se estratificaron en 4 bloques (tabla 9). La PHHF se incluyd dentro de las
talasemias [87].
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Tabla 9. Tabla de diagndsticos de AHH.

1.2.

1.3.
1.4.

ENZIMOPATIAS 1.1. déficit de piruvatokinasa eritrocitaria
1.2. déficit de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa eritrocitaria
1.3. otros déficits enzimaticos
MEMBRANOPATIAS 1.1. esferocitosis hereditaria
1.2. eliptocitosis congénita y otras alteraciones de membrana
TALASEMIAS 1.1. o-talasemia

1.1.1.a- talasemia heterocigota. Rasgo silente.
1.1.2.0° talasemia homocigota. Rasgo talasémico
1.1.3.0° talasemia heterocigota.
1.1.4.Hemoglobinopatia H
1.1.5.Hemoglobinopatia Bart.
1.1.6.a-talasemia no delecional.

[B-talasemia

1.2.1.B-talasemia minor
1.2.2.3-talasemia intermedia
1.2.3.B-talasemia mayor

Of3-talasemia heterocigota

Persistencia hereditaria de hemoglobina fetal

HEMOGLOBINOPATIAS
ESTRUCTURALES

1.1.
1.2.
1.3.

Hemoglobinopatia S
Hemoglobinopatia C
Otras hemoglobinopatias.
1.3.1.0tras hemoglobinas anémalas
1.3.2.Hemoglobinopatias talasémicas: HbE, Hb CS, Hb Lepore; Hb
Knossos.
1.3.3.Estados dobles heterocigotos: talasemia-hemoglobinopatia;
dobles hemoglobinopatias
1.3.4.Hemoglobinas inestables

1.3.5.Metahemoglobinemia
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2.- METODOS DE ESTUDIO/DIAGNOSTICOS DE
LABORATORIO.

2.1.- INDICACIONES PARA EL DESPISTAJE DE ANEMIAS HEMOLITICAS HEREDITARIAS.

En nuestro laboratorio, las indicaciones para realizar un estudio de anemia hemolitica

durante el proceso de un estudio de anemia son cualquiera de los siguientes hallazgos:

- Anemias microciticas hipocromas no ferropénicas
- Anemias hemoliticas crdnicas

- Anemias hemoliticas agudas de causa no inmune.
- Anemia inducida por farmacos

- Poliglobulia y/o cianosis en pacientes jovenes

- Sindrome de hidropesia fetal de origen incierto

- Crisis vaso-oclusivas de origen incierto en pacientes procedentes de zonas

endémicas de HbS y HbC.

- Prevencién en familiares o diagndstico en los conyuges para recibir consejo

genético.

2.2.- PROTOCOLO DE ESTUDIO DE ANEMIA EN EL LABORATORIO DE ERITROPATOLOGIA DEL HCUVA.

En nuestro laboratorio, dentro de nuestro protocolo de estudio de anemia, disponemos de
un algoritmo de estudio inicial de anemia en el que realizamos una bacteria de pruebas bdasicas

segun el tipo de anemia (ver figura 17). En esta primera etapa se realiza:

v Hemograma completo con recuento absoluto y porcentual de reticulocitos. El recuento
de reticulocitos se realiza de manera automatizada con los mismos analizadores con que
se realiza el hemograma desde el afio 2000. En los estudios anteriores se realizd
mediante tincién supravital con azul de cresil. Durante el periodo del presente estudio
hemos utilizado los siguientes analizadores: XN (Sysmex, Roche Diagnostics) y Cell Dyn

(3700, 4000 y Sapphirre, Abbott SA).

v" Morfologia celular: Se realiza extensién de sangre periférica y tincion con May-

Grumwald-Giemsa. Se revisan las tres series hematopoyéticas haciendo especial énfasis
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en la serie roja, buscando alteraciones en la forma, tamafio o coloracién de los

hematies.

v/ Bioquimica automatizada: se realiza la siguiente bateria de pruebas: pardmetros
ferrocinéticos (sideremia, ferritina, transferrina, indice de saturacidn de la transferrina),
parametros de hemdlisis (bilirrubina indirecta, LDH y haptoglobina) y vitaminas

(vitamina B12 y acido félico).

v"  Test de Coombs Directo

ALGORITMO DIAGNOSTICO DE ESTUDIOS DE ANEMIA

| P
DIAGNOSTICO PROTOCOLO

HEMOGLOBINOPATIAS (ANEXOS 1,11 Y 1Ty '

A.FERROPENICA
I ATC
A.DEFICIT B12
A- DEFICIT FOLICO
OTROS DX (LAM,

HEMOGRAMA
ESPECIAL
RETICULOCITOS

FROTIS

HAPTOGLOBINA

PALUDISMO...}

ANEMIA LISIS GLICEROL
SEGUN FERROCINETICA MICROCITICA
B12/FOLATO
oms TCD T

INMUNE

PROTOCOLO

ANEMIA HEMOLITICA
AUTOINMUE

VsG
FOLICO HEM

HEMOLISIS

T —

PRUEBAS A VALORAR
SEGUN CONTEXTO
cLiNico:

HPN, HEMOLISIS
CONGENITAS
{ANEXOS),
MECANICA,METAHb...

NORMO-MACRO

VCM
v‘ HEMOPEXINA ’
NO HEMOLISIS

NO DIAGNOSTICO

NO INMUNE

ESTUDIO NO
DIAGNOSTICO

{descartar SMD,
hipatiroidismo...)

Figura 17. Algoritmo inicial ante todo estudio de anemia.

En el caso de objetivar microcitosis sin ferropenia o normo-macrocitosis con hemdlisis
no immune asociada se realiza electroforesis de hemoglobina mediante la técnica disponible en
ese momento (ver figuras 18 y 19) que han sido la inmunodifusién radial (hasta el afio 1998),
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC segln variant hemoglonin testing system, BioRad,
desde 1998 hasta 2010) o electroforesis capilar (MiniCap de Sebia, desde 2010 en adelante). En
el caso de identificar una o varias fracciones de hemoglobina andmalas se procede a la

identificacién de las mismas (figura 18). En caso de ser necesario para su identificacién, ademas
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se realizaba electroforesis en acetato de celulosa a diferentes pH (medio acido y alcalino) para
su identificacion. Por ultimo, en el caso de no lograr identificar la banda anémala, se enviaba a

un Centro de Referencia a nivel Nacional.

ALGORITMO DE ESTUDIO DE ANEMIAS CONGENITAS:
ANEXO I: INTERPRETACION DE ELECTROFORESIS DE Hb ANOMALAS
ELECTROFORESIS Hb
1. En primer lugar identificar la presencia o no de bandas anémalas:
Banda de Hb S
<60%
>60%
Hb A2 y F normales HbA2yF <60% CON Hb C
Anormales
GENETICA CADENAS §
NO ALTERACIONES EN ALTERACIONES EN
CADENAS BETA ‘ CADENAS BETA
o
ERITRO1 ERITRO3 ERITRO2 ERITRO4
)

Figura 18. Protocolo de estudio de hemoglobinopatias. Interpretaciéon de electroforesis de
hemoglobina patolégica con banda de HbS. ERITRO1: Rasgo drepanocitico. ERITRO2: Estado doble heterocigoto
(Hemoglobina S y C). ERITRO3: Estado doble heterocigoto (Hemoglobina S y -talasemia). ERITRO4: Drepanocitosis

homocigota.
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Banda de Hb C
<60%
>60%
Anormales
GENETICA CADENAS g
b 4
NO ALTERACIONES EN ALTERACIONES EN
CADENAS BETA CADENAS BETA
v A4 ~
ERITROS ERITROG ERITRO2 ERITRO7

EN EL CASO DE NO ENCONTRAR BANDA ANOMALA SE PASARA AL ANEXO Il

(DESPISTAJE DE BETA TALASEMIA)

Figura 19. Protocolo de estudio de hemoglobinopatias. Interpretacion de electroforesis de
hemoglobina patolégica con banda de HbC. ERITRO2: Estado doble heterocigoto (Hemoglobina S y C). ERITROS:
Hemolobina C heterocigota. ERITRO6: Estado doble heterocigoto (Hemoglobina C y [-talasemia). ERITRO7:

Hemoglobinopatia C homocigota.

Si no se objetiva ninguna fraccion andmala y aparece un aumento de la HbA2 y/o fetal,
se realiza despistaje de talasemias (figuras 20, 21, y tabla 10). El despistaje de talasemias se
realiza en pacientes con VCM disminuido en los que se ha descartado ferropenia y que

presentan un recuento de hematies normal o aumentado. En casos dudosos con electroforesis
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negativa y ferropenia asociada, se recomendaba repetir la prueba una vez corregido el déficit.

En el caso de obtener una fraccion de Hb A2 y/o Hb fetal elevadas, se procedia a su clasificacion

segun la tabla de diagndstico (tabla 10).

Tabla 10. Criterios para el diagnéstico de talasemia B y 5p. Adaptada de Vives-Corrons et al. [87]

SUBTIPO GENOTIPO | Hb VCM |HbA HbA2 | HbF OTRAS Hh
TALASEMIA | j-Tal minima Bsilente/B N N N N N NO
MINIMA
TALASEMIA | B-Tal “minor” BB No| il N 3-7% <2% NO
MENOR BB No| i N 3-7% <2% NO
Bf-Tal. 5p/B | ! 70-90% | 2.5-3% | 3-20% |NO
Heterocigota. 5B%B | ! 70-90% | 2.5-3% | 3-20% |NO
L_
Hb-Lepore 58L/8 No| | N <2% 1-3% Hb"=5-15%
heterocigota
TALASEMIA | f-Talasemia g Iy i 5-10% 5-8% | 40-80% |NO
INTERMEDIA | Intermedia
homocigota
(negros)
-Tala: i
Iﬁmm:edi“;‘“ BUB 1 l 70-90% | =3.2% | 2-10% |NO
heterocigota.
Estados dobl +
betercigoros | B /0B Wy (2080% ) < e RO
p/ap H H ) i NO
B/op H H y -
045 R0 0% <2% | 60-90% |NO
B /o W W N <2% Hb"=2-5%
B opept | 1| il ° | 5-10% °
TALASEMIA ﬁ-Ta]z:semi.a mayor ﬁ”;ﬁu L i 0%, 1-8% =04% NO
MAYOR omocigota 4yt
(m edimfmea} B'/p Ll 1l 20-30% 3-9% | 20-90% |NO
ESLaﬂos_ dobles
heterocigotos | gy | 0% 1-3.5% | <75% |NO
aﬁLfﬁaﬁL Ll 1l 0% 0% 70-90% |Hb"=8-30%
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ALGORITMO DE ESTUDIO DE ANEMIAS CONGENITAS:

ANEXO II: DESPISTAJE DE B-TALASEMIA

l

ELECTROFORESIS Hb

[ |
| swcpacn | NORMAL

-
ver Tabla de criterlos diagndsticos f y
5fi-talasemias Continuar algoritmo «.-talasemia
Niveles Niveles
Niveles Hb by %
>1 HbA1 >30% HbA1<30%
ERITRO8 ERITRO9 ERITRO10
GENETICA CADENAS B

|

?.’ ,. (] | Oyl
B/ (8B)° (N %:::"“" :“:' ‘
(<] |
8% (581" 8 /8 Sin mutadiones
B | | apem seperen |
ERITROS ERITRO11 ERITRO12 ERITRO13

Figura 20. Algoritmo de estudo de anemias hemoliticas congénitas: despistaje de B-talasemia. ERITROS:
B o 8B talasemia minor. ERITRO9: fenotipo B-talasemia intermedia. ERITRO10: fenotipo P-talasemia

mayor. ERITRO11: [-talasemia intermedia [especificar mutacion]. ERITRO12: B-talasemia mayor

[especificar mutacion]. ERITRO13: no se han identificado mutaciones en las cadenas 3-globina.
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ALGORITMO DE ESTUDIO DE ANEMIAS HEMOLITICAS CONGENITAS.

ANEXO l1l: DESPISTAJE DE a-TALASEMIA

GENETICA CADENAS QL
NO SE IDENTIFICAN SE IDENTIFICA
‘ MUTACIONES MUTACION/MUTACIONES
!
ERITRO14
—flaa
a-/oaa
¥ a/J ;UJ -a -/-a
R a'afa’a
ERITRO11 ERITRO12 l
EFde Hb a
pH alcalino
Tincién
arul
brillante
de cresil
. ERITRO13

Figura 21. Algoritmo de estudio de anemias hemoliticas congénitas: despistaje de a-talasemia.
ERITRO11: o'-talasemia, rasgo silente. ERITRO12: ao—talasemia, talasemia minor. ERITRO13: Hemoglobinopatia H.

ERITRO14: No se han identificado mutaciones en el gen a globina.

En el caso de no identificar ninguna fraccién anémala, con patron ferrocinético que
descarta ferropenia, se procede a realizar el estudio molecular de la cadena o-globina. Si se
identifica una banda andmala diferente a la HbA2 o Fetal, se procede a la identificacion de Ia
hemoglobinopatia en cuestién; si no se identifica con la electroforesis inicial, mediante la

realizacion de otra electroforesis complementaria (EF acida o HPLC).
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En el caso de las hemoglobinopatias, se suelen remitir ante cuadro de hemdlisis no
explicada, sobre todo en pacientes extranjeros, para estudio de familiares y/o conyuges o por
alteraciones de la serie roja observadas en la morfologia celular. En estos casos se realiza

electroforesis independientemente de los resultados del hemograma.

Una vez estudiados los parametros iniciales, si estd indicado se realizan las pruebas
especificas para el diagndstico de anemia hemolitica hereditaria. En funcién de la orientacién
clinica y los resultados iniciales, se procede de manera escalonada a realizar las técnicas que se

exponen a continuacién. En la seccién 2.3 se describen detalladamante estas técnicas.

2.3.- DESCRIPCION DE LAS TECNICAS DE ESTUDIO DE ANEMIA UTILIZADAS EN EL LABORATORIO DE
ERITROPATOLOGIA.

2.3.1.- TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE MEEMBRANOPATIAS.

En todos los estudios de anemia realizamos el tiempo de lisis en glicerol como parte del
estudio inicial en todos los pacientes. En el caso de observar tiempo de lisis acortado con
criterios de hemdlisis (aumento de bilirrubina y LDH, disminucion de haptoglobina), si se
identifican esferocitos en la morfologia celular y/o CHCM aumentada, se realiza el test de

fragilidad osmética eritrocitaria (FO) como test diagndstico de esferocitosis hereditaria.

2.3.1.1. LiSIS EN GLICEROL.

Fundamento. Es la técnica de screening para la esferocitosis hereditaria. Consiste en
medir con un espectofotometro el tiempo que tardan en lisarse los hematies sometidos a un
cambio osmoético al afiadir glicerol. La cinética de la hemdlisis se registra como la disminucién de
la absorbancia a 620 nm. Los resultados se expresan como GLTS50: tiempo que tarda en
producirse el 50% de la hemdlisis de los hematies al ser incubados con una solucién acidificada
de glicerol [101].

Equipos, especimenes y reactivos utilizados:

v" Espectofotémetro UV 1603. SHIMADZU CORPORATION (Japan).
v" Sangre de un tubo de EDTA o de heparina.

v" Glicerol, agua destilada.
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En nuestro laboratorio consideramos normal un tiempo de: 36"+ 8’ (28-44"’). Como se
aprecia en la tabla 11 es una prueba con baja sensibilidad y especificidad por lo que en nuestro

laboratorio solo la utilizamos como método de “screening”.

Tabla 11. Comportamiento del tiempo de lisis en glicerol en distintas situaciones.

ALARGAN EL TEST ACORTAN EL TEST SIN SIGNIFICACION
Talasemias “minor” Esferocitosis hereditaria Insuficiencia renal crénica
Anemias ferropénicas Elitptocitosis Paraanemias diversas
Anemias normociticas inespecificas Gestacion AHAI (aunque si es mas corto
Anemias macrociticas y megaloblasticas que el normal)

Hemoglobinopatias
Pancitopenias aplasticas
Sangre de corddn

2.3.1.2. FRAGILIDAD 0SMOTICA (FO) 0 RESISTENCIA GLOBULAR ERITROCITARIA (RGO).

La membrana del hematie es semipermeable (es decir, que deja pasar libremente el agua
pero no los demas solutos). Por ello cuando el eritrocito se incuba en un medio hiperténico,
pierde agua y se deshidrata y cuando se incuba en un medio hipotdnico, se hiperhidrata. Si la

hipotonia del medio supera cierto limite, se puede romper la membrana y producirse hemolisis.

La intensidad de la hemdlisis depende del grado de hipotonia del medio, de modo que
siempre existe cierto numero de eritrocitos de aguantar esta hipotonia, excepto cuando ésta es
absoluta (agua destilada), en que la hemdlisis es del 100%. La medida de la capacidad de una
poblacién de eritrocitos para resistir el efecto hipotdnico del medio se denomina resistencia o
fragilidad globular osmaética. En determinadas situaciones, como la esferocitosis hereditaria, los
hematies son osmdticamente mds fragiles y la hemdlisis ocurre en presencia de una hipotonia

menor (a concentraciones salinas mayores).

Con esta prueba exponemos a los hematies a soluciones crecientes de cloruro sédico y
mediante un espectofotémetro medimos la Hb liberada tras su lisis, determinando asi su
capacidad de resistir el efecto hipotdnico del medio [102]. En la figura 22 se muestran las curvas

y valores de referencia de ambas.

En nuestro laboratorio se realiza directamente la prueba normal (FON) e incubada (FOI)

a los pacientes con hemolisis que son remitidos por estudio familiar.
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HEMOLTSIS (%)

CURVA DE RGO A T® AMBIENTE E INCUBADA.

& 7 & 5 &4 3 2 1

TUBDS 16 15 14 13 12 1 10 9
55 6 65 7 T5 8 85 9 10

Natlgray 1 2 3 35 4 45 5

VALORES DE REFERENCTA DE LE R60 EN % A DIFRENTES CONCENTRACIONES BE Nacl (g/dL).

a1 (gr/L) REQ NORMAL (hemélisis en %) RGO TNCUBADA (hemslisis en)

35 88-100 88-99
40 50-85 84-98
45 5,55 7797
50 0-5 47-85
55 o 15-55
60 ] 0-32
&5 ] 0-10
70 ] 0-6
75 ] 05
80 o 0-3
85 o o
HEMOLESTS A 50% (Ha) 3.60-4.20 4.50-5.20

Figura 22. Curvas y valores de referencia de la FON y FOI

La sensibilidad de esta prueba es del 71.4% y la especificidad del 74,1% por lo que no es
una prueba diagsdstica definitiva de EH (ver tabla 12) sino que en nuestro laboratorio para
establecer el diagndstico definitivo de EH tenemos que tener un cuadro clinico compatible con o

sin antecedentes familiares, pardmetros de hemdlisis con test de coombs directo negativo y una

prueba de fragilidad osmética positiva.

Tabla 12. Condiciones que aumentan y disminuyen la RGO

Disminuyen la RGO Aumentan la RGO

Esferocitosis hereditaria Talasemias
Estomatocitosis hereditaria Hemoglobinopatias
Anemia hemolitica autoinmune Anemias ferropénicas
Anemia hemolitica microangiopatica. Xerocitosis congenita

Equipos, especimenes y reactivos:

v' Sangre total con Heparina.

v" Solucién tamponada de cloruro sddico en concentraciones crecientes preparada de

acuerdo a nuestro manual de tiiecnicas de Laboratorio.

v' Espectofotémetro UV 1603. SHIMADZU CORPORATION (Japan).

2.3.2.- TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE ERITROENZIMOPATIAS.

El despistaje de eritroenzimopatias se realiza en los pacientes con episodio de anemia
hemolitica no inmune, en recién nacidos con hemdlisis no aclarada y en pacientes con familiares

afectos de alguna de estas patologias. Nuestro Servicio es centro de referencia para el estudio
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de eritroenzimopatias de la Regidn. En nuestro laboratorio se realiza el estudio de las enzimas
piruvato kinasa (PK) y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH). Tanto los niveles de G6PDH
como los de PK dependen de la juventud eritrocitaria, por lo que aumenta en muestras con

reticulocitosis; por este motivo se debe realizar la cuantificacién fuera de las crisis hemoliticas.

El diagndstico mediante cuantificacion de la actividad enzimatica. Estos métodos se
basan en la preparacidon de una mezcla reactiva en la que la enzima a estudiar constituye la
etapa limitante. Los métodos cualitativos se han utilizado para el escrutinio del déficit de GGPDH

[103].

2.3.2.1. PRUEBA DE REDUCCION DEL AZUL DE METILENO.

Es un método cualitativo para estudio del déficit de G6PDH. Se ha utilizado como

screening para la deteccién de portadores heterocigotos [104].

Fundamento: El test estima la reduccion de NADPH de forma indirecta. El azul de
metileno transfiere hidrégeno del NADPH a la metahemoglobina, promoviendo su reduccion. Se
basa en mezclar los hematies con una solucién con azul de metileno al 0,3% y observar el
sobrenadante tras la centrifugacidén. Los hematies normales decoloran el azul de metileno y el
sobrenadante aparece incoloro. Por el contrario, en pacientes con déficit de G6PDH el
sobrenadante permanece azul. Esta técnica permite detectar a portadores heterocigotos con

una sensibilidad del 75%.

2.3.2.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS NIVELES DE LA ENZIMA G6PDH.

Fundamento: La G6PDH cataliza el primer paso de la via de las pentosas fosfato,
oxidando la G6P a 6- fosfogluconato y reduciendo el NADP a NADPH. El principio para la
cuantificacion de la actividad enzimatica se basa en la reduccion de NADP a NADPH en presencia
de G6P y hemolizado. Se realiza la medicion por espectofotometria a 340 nm de longitud de

onda [103].

Equipos vy reactivos:

v/ Kit cmomercial de ensayo cuantitativo enzimético para determinacion de déficit de
G6PDH (Sigma-Aldrich, Trinity Biotech, Instruchimie).

v' Espectofotdmetro UV visible, marca Shimadzu, modelo UV 1603.
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Los valores de normalidad son los descritos en cada técnica (146-376 U/10”RBC o

4,6-13,5 U/gr. Hb).

2.3.2.3. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS NIVELES DE LA ENZIMA PK.

Fundamento: La PK cataliza la transformacién de fosfoenolpiruvato (PEP) y ADP en
piruvato y ATP. La técnica se basa en la reduccidon del ADP en ATP en presencia de PEP vy

hemolizado [103].

Equipos, especimenes y reactivos:

v’ Suero fresco.

v" Hematies lisados con agua destilada.

v" Kit de ensayo commercial cuantitativo enzimatico para determinacion del déficit de PK.
(Greiner Diagnostic, Ben, Instruchimie).

v' Espectofotdmetro UV visible, marca Shimadzu, modelo UV 1603.

Los valores de normalidad son los descritos en la técnica utilizada en cada momento

(anteriores al 2003: 60-220 mU/10° hematies. A partir de 2003: 3,7-8,2 U/gr. Hb).

2.3.3.- TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE TALASEMIAS Y HEMOGLOBINOPATIAS.

El diagndstico de las hemoglobinopatias se basa en la separacién y cuantificacion de las
fracciones de hemoglobina normal y anormal, mediante diversas técnicas. La electroforesis de

hemoglobina separa las diferentes moléculas segin su movilidad en un campo eléctrico.

Atendiendo al soporte utilizado se pueden distinguir:
v"  EF realizadas en soporte sélido (EF en acetato de celulosa),
v" EF realizadas en una matriz porosa (EF en gel)

v" EF realizadas en disolucidn (EF libre).

La movilidad de cada molécula es diferente con cada técnica. Esto resulta de utilidad a la
hora de identificar una banda de Hb andmala, ya que conocer el perfil de migraciéon en los
diferentes soportes puede ayudar a confirmar el diagndstico en caso de dudas. Las técnicas
utilizadas en nuestro centro para el analisis de hemoglobinas han sido las que se enumeran a

continuacion.
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2.3.3.1. ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA A PH ALCALINO (PH 8,6).

Fundamento: La electroforesis de hemoglobinas separa las diferentes moléculas segun
su movilidad en un campo eléctrico. Algunas variantes de Hb migran a la misma velocidad, por lo
gue en ocasiones se ha complementado con la electroforesis en gel a pH acido, que mide una

propiedad distinta de la carga eléctrica (figuras 23 y 24).

Equipos vy reactivos:

Kit Hb-12 alcalino de SAS-10. Helena Laboratories (Beaumont, TEXAS)
Soporte Titan Ill acetato de celulosa. Helena Laboratories (Beaumont, TEXAS)

v' Cémara de electroforesis modelo 4063. Helena Laboratories (Beaumont, TEXAS)

Metodologia. Se hidratan las tiras de Titan en el tampdn. Una vez hidratadas, con la
camara preparada con tampon en las cubetas exteriores, se coloca papel secante en el puente
de la cdmara para favorecer el transporte. Se secan las tiras para retirar el exceso de tampon y
se coloca la tira en el soporte de aplicacion. Se toma la muestra hemolizada con el aplicador y se
marca en soporte (la tira) de acetato de celulosa. Se coloca en la cdmara sobre el papel secante
con la muestra en el polo negativo. Se aplica corriente de 250 voltios durante 30 minutos. Se
extrae, se colorea con rojo Ponceaux durante 5 minutos; se lava con 4acido acético al 5%, se seca

en la estufa de cultivo a 372Cy se procede a la lectura.

2.3.3.2. ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA A PH Acipo (PH 6,0).

Fundamento: Se basa en las interacciones de la Hb con un tampdn electroforético acido
y el soporte de gel. Aporta evidencia complementaria de la presencia de Hb andémalas (figuras

23,24y 25).

Equipos y reactivos:

Kit Hb-10 acida de SAS-MX. Helena Laboratories (Beaumont, TEXAS)
v' Soporte Titan lll acetato de celulosa. Helena Laboratories (Beaumont, TEXAS)

v" Cdmara de electroforesis modelo 4063. Helena Laboratories (Beaumont, TEXAS)

Metodologia. Se hemoliza la muestra, se afiade el tampdn en las cubetas internas de la

camara. Se colocan las muestras en el gel con la plantilla. Se colocan en la cubeta con el tampdn
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acido a una corriente de 50 voltios durante 30 minutos, con la muestra en el polo positivo
(anidnico). Se extraen de la cubeta, se fijan con una solucion de metanol, acido acético y H20
destilada 5 minutos. Se tifie 5 minutos con colorante violeta acido. Se lavan ligeramente con el
tampodn de la fijacidn y se dejan en la estufa a 60-702 hasta que estén secas unas 2h. Una vez
seca, se retira el sobrante de colorante hasta que queden transparentes y se procede a la

lectura.

Electroforesis en acetato de celulosa a pH alcalino Electroforesis en gel a pH acido

Figura 23. Separacién de las diferentes hemoglobinas en la electroforesis en acetato de celulosa a pH
alcalino (a la izquierda) y en gel a pH acido (derecha)
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Figura 24. Electroforesis de hemoglobina en acetato decelulosa a pH acido y alcalino en nuestro

laboratorio. Movilidad electroforética de las distintas hemoglobinas.
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Figura 25. Diferentes patrones de migracion en las electroforesis a pH alcalino y acido.

2.3.3.3. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

Fundamento: se trata de un método automatico para la cuantificacion de las fracciones
de hemoglobina. Es un tipo de cromatografia en columna utilizada para separar los
componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las

sustancias analizadas y la columna cromatografica. En la cromatografia de intercambio idnico, la

92



PACIENTES Y METODOS

retencion se basa en la atraccién electrostatica entre los iones en solucion y las cargas
inmovilizadas a la fase estacionaria. Los iones de la misma carga son excluidos mientras que los
de carga opuesta son retenidos por la columna.

Los valores normales con esta técnica son: HbA,: 0-3,5%; HbF: 0-1,5%.

Equipo utilizado: Variant Hemoglobin Testing System (figura 26). Bio-Rad Laboratories

(Hercules, California. US).

Se han utilizado los siguientes programas automaticos:

v’ Escrutinio de B-talasemia (figura 27). El programa para la deteccion de la B-talasemia
consiste en la cuantificacion de la HbF y HbA, y requiere unos 6 min. para completarse.
Aunque con la fraccion HbA, existe una coelucion delas Hb E, D, J, Ky N, ello carece de
importancia en la practica clinica, puesto que valores de HbA, de alrededor del 30%
deben de hacer sospechar la existencia de alguna de estas hemoglobinopatias en estado

heterocigoto y proceder a la correspondiente investigacion.

v' Escrutinio de la anemia falciforme y otras hemoglobinopatias estructurales. El programa
de deteccion de la anemia falciforme tiene como objetivo la cuantificacion de la HbS y
es util para detectar el caracter de portador de esta anemia. Este programa requiere
unos 3 min. y con él se separan claramente las Hb A, F, S, C, D y E (coeluida con la
fraccion normal A,), lo que aumenta su interés por cuanto permite aplicarlo a la
deteccion sistematica de las principales hemoglobinopatias estructurales presentes en

la poblacidn.

v Cuantificacion de la hemoglobina glicosilada. Permite la cuantificacién de hemoglobinas

glicadas, de interés en los pacientes diabéticos.

v’ Escrutinio de o-talasemia: permite la deteccion de HbH y Hb Bart.

v Programa de andlisis de cadenas ay B la determinacidn del cociente o/p y por tanto el

diagnéstico diferencial entre alteraciones cualitativas y cuantitativas de las cadenas de

globina.
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Las muestras se inyectan en el flujo con un gradiente preprogramado para controlar la
mezcla de tampodn de elucidn que fluye por el cartucho de analisis. La fuerza idnica de la mezcla
de tampdn de elucidn aumenta al elevar la contribucién porcentual del tampdn de elucién.
Conforme aumenta la potencia idnica de la mezcla, las hemoglobinas retenidas con mas fuerza
eluyen del cartucho de analisis. Un fotometro de longitud de onda doble (415 y 690 nm)
controla la elusién de hemoglobina desde el cartucho, detectando los cambios de absorbancia a
415 nm. El filtro secundario a 690 nm corrige en los valores de referencia los efectos causados al
mezclar tampones con distintas fuerzas idnicas. Los cambios de absorbancia se controlan y
visualizan como un cromatograma de la absorbancia frente al tiempo. Los datos de analisis
procedentes del detector se procesan en el integrador incorporado y se imprimen en un informe

de muestra.

Para facilitar la interpretacion de resultados, se han establecido intervalos para las
hemoglobinas mds frecuentes, en funcién de sus tiempos de retencién caracteristicos. El tiempo
de retencion es el tiempo transcurrido desde la inyeccidon de la muestra hasta el vértice de un
pico de hemoglobina. Cada hemoglobina tiene un tiempo de retencidn caracteristico. Las
diferencias menores registradas en el grado de separacion de cada cartucho de andlisis se

corrigen mediante el uso del calibrador de hemoglobina A,/F (HbA,/F).

La HPLC es capaz de identificar las siguientes hemoglobinas: HbA, Hb AZ, HbF, HbE, Hb S,

HbC y HbD. La identificacion de estas variantes de hemoglobina se efectua utilizando intervalos

IM

de tiempo de retencién, como el “intervalo D”,“intervalo S” e “intervalo C”. La elucién de la
hemoglobina E, la segunda variante de hemoglobina de aparicion mas frecuente, se realiza
dentro del intervalo de tiempo de retencién de la hemoglobina A, utilizando el programa
VARIANT B-thalassemia Short Program. Su diferenciacion de la hemoglobina A, puede
establecerse por referencia al célculo del porcentaje de area en el informe de la muestra. La

hemoglobina E en estado heterocigdtico (fenotipo AE) suele estar presente en un rango entre 30

y 35%.
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Figura 26. Variant Hemoglobin Testing System. Bio-Rad Laboratories (Hercules, California. US)

Figura 27. Perfil de migracion de la B-talasemia por HPLC.

2.3.3.4. ELECTROFORESIS CAPILAR (EC).

Fundamento: Utiliza el principio de electroforesis en solucién libre. La electroforesis
capilar es una técnica automatica que separa diferentes moléculas presentes en respuesta a la
aplicacion de un campo eléctrico y de acuerdo a la relacién masa/carga de las mismas. La
separacion se lleva a cabo en un tubo hueco de diametro muy pequefio que recibe el nombre de

capilar. Dentro de este capilar se encuentran la disolucidn que contiene las moléculas a separar
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y el tampdn o medio electrolitico que es el encargado de conducir la corriente. Las moléculas
cationicas migraran hacia el catodo (electrodo negativo) y las anidnicas migraran hacia el anodo.
La velocidad de migracidn estd en relacién directa con el tamafio y la carga de cada molécula.
Las moléculas de hemoglobina son detectadas en una burbuja que hay en el capilar mediante
espectofotometria de absorbancia a la longitud de onda especifica de las hemoglobinas (415
nm). La deteccién directa permite una cuantificacion relativa de cada fraccion de hemoglobina.
Los resultados se posicionan automaticamente con respecto a la HbA: se diferencian 15 zonas
en las que se muestran las variantes normales y anormales de Hemoglobina (figura 29). El
equipo posee una biblioteca de las hemoglobinas normales y variantes que pueden aparecer en

cada zona (Z1 a Z15), y muestra un desplegable con las mismas en cada zona (ver figura 30 y 31).

En el caso de muestras sin HbA o HbA,, la caracterizaciéon a partir de las zonas de

identificacion se obtiene haciendo una dilucién de la muestra problema con control normal. La

cuantificacion se obtiene a partir de la muestra inicial.

Los valores de referencia normales con esta técnica son: HbA,: 2,2-3,2%; HbF 0-0,5%.

Equipo utilizado: Sistema de electroforesis capilar MINICAP®. Sebia Electrophoresis

(Norcross, GA. USA). Programa PHORESIS®. Sebia Electrophoresis (figuras 28 y 29).

K N

Figura 28. MINICAP de Sebia.
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Figura 29. Programa PHORESIS del MINICAP (Sebia).

/ Hospital Virgen de la Arrixaca

LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Nombre: 1D: 10400009
Fecha nacimiento: Edad: Fecha andlisis. 13/10/2014
Sexo: Muestra: 8

Figura 30. Patrones de migracion de diferentes Hb andmalas. A la izquierda, Hb J. A la derecha,
B-talasemia.

97



PACIENTES Y METODOS

Figura 31. Se muestran las 15 zonas del aparato de EC, con las hemoglobinas que aparecen en cada una.

2.3.3.5. ESTUDIO MOLECULAR DE LAS CADENAS DE GLOBINA.

El estudio molecular de las cadenas de globina se ha realizado en pacientes con
sospecha de o-talasemia (pacientes con microcitosis sin ferropenia, eritrocitosis y con
electroforesis de hemoglobina sin aumento de la HbA2). También se ha realizado en el caso de
B-talasemias con cifras de hemoglobina inferiores a las esperadas y/o en presencia de una

electroforesis con fraccién de HbF > 5% (sospecha de [3-talasemia intermedia).

Fundamento: Consiste en la identificacion de las principales alteraciones moleculares
mutaciones descritas en los genes a y B-globina en nuestro medio mediante una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) cualitativa mas hibridacion inversa de los productos de PCR
biotinilados a una matriz paralela de oligonucleétidos aleloespecificos inmovilizados en tiras de

de membrana.

Equipos y reactivos:

v" El método empleado ha sido el sistema Strip Assay®. Viennalab Diagnostics GmbH.

(Vienna. Austria). Los kits de los que hemos dispuesto en nuestro lanboratorio han sido:
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e a-globin Strip Assay®. Viennalab Diagnostics GmbH. (Vienna. Austria).
e B-globin Strip Assay IME ®. Viennalab Diagnostics GmbH. (Vienna. Austria).

e B-globin Strip Assay MED ©®. Viennalab Diagnostics GmbH. (Vienna. Austria).

v' Kit de extraccidn Spin Micro DNA. Viennalab Diagnostics GmbH. (Vienna, Austria).

\

Robot extractor de DNA, BioRobot EZ1 (Qiagen)

<

Sistema de incubacién con plataforma de agitacién y temperatura regulable (Auto-LIA-
48 (Inmunogenetics®).

Microcentrifuga.

Termociclador.

Taqg ADN polimerasa.

AN N NN

Agitador.

En el caso de la a-talasemia el kit permite identificar las 21 alteraciones moleculares
mas frecuentemente encontradas en el drea Mediterranea, Oriente Medio y Sudeste Asiatico,

gue engloba mas del 90% de las mutaciones de estas areas.

En el caso de la B-globina, existen tres kits que permiten identificar las mutaciones mas

frecuentes en cada drea (englobaldo mas del 90% de las alteraciones descritas en cada area):

- MED: identifica 22 mutaciones que cubren mds del 90% de las identificadas en el area
Mediterranea;

- IME: identifica 22 mutaciones que cubren mas del 90% de las identificadas en Oriente
Medio vy la India;

- SEA: identifica 22 mutaciones que cubren mas del 90% de las identificadas en el Sudeste

Asiatico.

Metodologia. El procedimiento consta de 3 pasos:

1. Extraccidn de DNA.

2. Amplificaciéon del DNA mediante PCR usando primers marcados con biotina. Se prepara
una dilucién de Tag DNA polimerasa en el Tampdn de diluciéon. En el caso del gen a-
globina, se preparan tres tubos de reaccién para cada muestra con tres mezclas de

reaccion de PCR, cada una de ellas contienen diferentes longitudes de fragmentos. Para
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el gen B sélo es necesario un tubo de reaccidn por muestra. Se introducen en el

termociclador con el siguiente programa:

Para el gen o

-pre-PCR: 95°C/;

-termociclado:

97°C/40”, 64°C/40"”, 72°C/1’30” (3 ciclos)

972C/40”, 582C/40”, 722C/1’30" (37 ciclos)

-Extension final: 722C/5’
Para el gen B:

-pre-PCR: 942C/2’;

-termociclado: 94eC/15”, 582C/30", 722C/45” (35 ciclos)

-Extension final: 72°C/3’
Hibridacion de los productos de amplificacion en tiras que contienen sondas de
oligonucleétido alelo especifico fijadas en lineas paralelas. Se precalientan el bafio, el
tampdn y la solucién de lavado a 452C. Se colocan las tiras reactivas con unas pinzas en
los compartimentos del cajén de hibridaciéon, se afiade DNAT y los productos de
amplificacidn, se mezcla bien, se incuba durante 5’ a temperatura ambiente, se afiade
tampdn de hibridacién a 452C en cada compartimento y se sumergen las tiras reactivas
cada una en un compartimento. Se incuba 30 minutos a 452Cen la plataforma de
agitacién del bafio de agua a 50 rpm. Al finalizar la incubacidn, se aspiran las soluciones
de hibridacién.
Lavado riguroso a 452C con la solucion de lavado A.
Revelado del color: se incuba con Conjugate Solution. Se lava con la solucién de lavado
B; se afiade Color Developer y finalmente se lava con agua destilada. Se dejan secar en
la oscuridad sobre papel absorbente y una vez secos se procede a su lectura. El
resultado se coloca en un papel colector suministrado con el kit, en el que aparece un
modelo con la posicién correspondiente para cada mutacion, asi como las “wild-type” o
normales, indicadas en el papel (ver figuras 32, 33 y 34).
Lectura a través de escaneo en programa globin Strip Assay.
Realizar informe clinico especificando tanto del genotipo como del fenotipo segin la

alteracion molecular detectada (ver tablas 13 y 14).
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Tabla 13. Mutaciones/deleciones de los genes a-globina.

ALFA TALASEMIA DELECIONAL.

— 3,7 — - - N "

-Delecién o™’ (delecion de un gen a, en heterocigosis u homocigosis).
.z 2 .z . . . .

-Delecién a*? (delecidn de un gen a, en heterocigosis u homocigosis).
.z 2 .z .

-Delecién a”®® (doble delecién de dos genes a de un mismo cromosoma: a; + ).
. SEA s .

-Delecién - (doble delecién de dos genes a de un mismo cromosoma: a; + a,).
. MED .z .

-Delecién -~ (doble delecion de dos genes a de un mismo cromosoma: a; + o).
. THAI .z .

-Delecion -- " (doble delecion de dos genes a de un mismo cromosoma: a; + o).

T - 3,7
-Triplicacion de genes a

ALFA TALASEMIA NO DELECIONAL.

-Mutacién puntual G por A (coddn 14) del gen a;.

-Mutacién puntual G por A (coddn 59) del gen a; (Hb Adana).

-Mutacién puntual G por A (coddn 59) del gen a,.

-Deleccion —G (coddn 59) del gen a,.

-Deleccion pentanucledtido en el IVS-1 del gen .

-Deleccion ATG por ACG en el coddn de iniciacidn del a,.

-Mutaciones en el codén de terminacién del gen a, (coddn 142): elongacién cadena a,.

. Mutacién T por C: hemoglobina CONSTANT SPRING.
. Mutacién T por A: hemoglobina ICARIA.

. Mutacién A por T: hemoglobina PAKSE.

. Mutacién A por C: hemoglobina KOYA DORA.

-Mutacién puntual T por C (coddn 125) del gen a,: hemoglobina QUONG SZE (cadenas a
inestables).
-Mutaciones del poli-A:

. Mutacién AATAAA por AATAAG: poli Al (gen ay, tipo Saudi).
. Mutacion AATAAA por AATGAA: poli A2 (gen a,, tipo Turco).
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Tabla 14. Mutaciones/delecciones de los genes B-globina.

1. DEFECTOS DE LA TRANSCRIPCION:
3+ talasemia minor.

Mutaciones de la regién
promotora: disminucién de la
transcripcion. f+ talasemia
minor.

-Mutacién puntual C por T (posicién 101)
-Mutacién puntual C por G (posicién 87)
-Mutacién puntual T por A (posicién 30)
-Mutacién puntual A por G (posicion 31)
-Mutacién puntual A por G (posicion 29).
-Mutacién puntual A por G (posicién 28).

Mutaciones del cocén de
iniciacién: B+/f° talasemia minor.

-Mutacién puntual ATG>ACG

3+/B° talasemia minor.

2. DEFECTOS PROCESAMIENTO RNAm:

Mutaciones de la regién CAP:
transcripciéon de moléculas de

RNAm inestables.
B+ talasemia minor.

-Mutacién puntual A por C en nucleétido 1:
CAP+1

Mutaciones en el proceso de
“splicing”: alteran la escisién y
empalme.

¢ talasemia minor.

-Mutacién puntual G por A en posicién 1 en
elintrén 1: IVS-1.1 G>A

-Mutacién puntual G por T en posicién 1 en
el intrén 1: IVS-1.1 G>T

-Mutacién puntual G por A en posicion 130
en el intrén 1: IVS-1.130 G>A

-Mutacién puntual G por A en posicién 1 en
el intrén 2: IVS2.1 G>A

-Mutacién puntual C por T en posicién 654
en el intrén 2: IVS2.1 C>T

-Mutacién puntual C por G en posicién 745
en el intrén 2: IVS2.745 C>G

-Mutacién puntual C por A en posicién 848
en el intrén 2: IVS 2.848 C>A

Mutaciones de las secuencias
consenso: disminuyen la
maduracion.

3+ talasemia minor.

-Mutacién puntual G por C en posicién 5 en
el intrén 1: IVS-1.5 G>C
-Mutacién puntual T por C en posicién 6 en
elintrén 1: IVS-1.6 T>C

Mutaciones intrénicas: aparicion
de secuencias cripticas

-Mutacién puntual G por A en posicién 110
en el intrén 1: IVS-1.110 G>A

3+ talasemia minor.

-Mutacién puntual T por G en posicion 116
en el intrén 1: IVS-1.116 T>G

B° talasemia minor.

3. DEFECTOS EN LA TRADUCCION:
¢ talasemia minor.

Mutaciones sin sentido:

-Mutacién TGG por TGA (codén 15)
-Mutacién TGG por TAG (codén 15)
-Mutacién CAG por TAG (codo6n 39)
-Mutacién A por T (codén 17)
-Mutacién AGG por ACG (codén 30)
-Mutacién GAG por TAG (codén 43)
-Mutacién GAG por TAG (codén 90)
-Mutacién GAA por TAA (codén 121)

Frameshift (mutacidén con cambio
o con desplazamiento o desfase
del marco de lectura; inseta o

borra un simple nucleétido y
produce “stop” en la traduccién).

-Deleccién -CT (codén 5)
-Deleccion -A (codén 6)
-Deleccién -AA (codén 8)
-Insercién +G (codén 8/9)
-Deleccién -C (coddn) 16
-Insercién +C (codén 27/28)
-Deleccién -T (codén 36/37)
-Deleccién -C (codén 44)
-Insercién +A (codén 71/72)
-Deleccién -GT (cod6n 89/90)
-Insercién +A (codén 95)
-Deleccion -TTCT (codén 41/24)
-Deleccién 7 pb (codoén 22)
-Deleccidn 25 pb (IVS1-25)

4. GRANDES DELECIONES
f3° talasemia minor.

Deleccién del extremo 3’ (ex6n 3, -619 pb)
-Delecién de todo el gen.
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Teststrip A
Ref.Seq. NM_000558.3

Ref.Seq. NM_000517.4

------------ Red Marker Line (top)

------------ Control

mutant - 3.7 single gene deletion

mutant - 4.2 single gene deletion

mutant -20.5 kb double gene deletion

mutant -- MED  double gene deletion

mutant -- SEA double gene deletion

mutant -- THAI  double gene deletion

mutant -- FIL double gene deletion

mutant a1 cd 14 [G>A] HBA1:c.44G>A

------------ mutant a1 cd 59 [G>A] HBA1:c.179G>A (Hb Adana)

anti-3.7  gene triplication
a2 init cd [T>C] HBA2:c.2T>C
a2 cd 19 [-G] HBA2:c.56delG
a2 IVS 1 -5nt HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG
a2 cd 59 [G>A] HBA2:c.179G>A
a2 cd 125 [T>C] HBA2:c.377T>C (Hb Quong Sze)
a2 cd 142 [T>C] HBA2:c.427T>C (Hb Constant Spring)
a2 cd 142 [T>A] HBA2:c.427T>A (Hb Icaria)
a2 cd 142 [A>T] HBA2:c.429A>T (Hb Pakse)
a2 cd 142 [A>C] HBA2:c.428A>C (Hb Koya Dora)
- - a2 poly A-1 [AATAAA>AATAAG] HBA2:c.*+94A>G
24 e R e mutant a2 poly A-2 [AATAAA>AATGAA] HBAZ2:c.*+92A>G

M
u
T
A
N
T

wild type a2 init cd
- wild type a2 cd 19
- wild type a2 IVS 1
- wild type a2 cd 59
- wild type a2 cd 125
- wild type a2 cd 142
wild type a2 poly A

|rn'u-<—|0|——§,

32 e R e PCR Control B

.......... Blue Marker Line (bottom)

Fig. 1: Teststrip Design
Note: Teststrips are not drawn in real size and
must not be used for interpretation of results!

Figura 32. Patron de disefio del test stripassay a-globin. Presentan las variantes normales
(wild type) ademads de las mutaciones posibles estudiadas, por lo que se puede identificar la
mutacion en estado homo y heterocigoto.
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————————— Red Marker Line (top)

""""" Control

—————————————————— mutant

- - mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
-~ mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
- mutant
mutant

- wild type
- wild type
- wild type
- wild type
- wild type
- wild type
- wild type
- wild type
-~ wild type
- wild type

""""" Green Marker Line (bottom)

Fig. 1: Teststrip Design

sequence  thalassemia

alteration type
cap+1 A>C B‘
codon 5 -CT B
codon 6 A>T (HbS) -
codon 8 -AA B°
codon 8/9 +G B
codon 15 TGG>TAG B°
codon 16 -C B°
codon 22 7bp del B°
codon 30 G>C B°
VS 1.1 G>A B°
IVS 1.1 G>T B
IVS 1.5 G>C B,
IVS 1.6 T>C B,
IVS 1.110 G>A B
IVS 1-25 25bp del B°
codon 36/37 -T B°
codon 39 C>T B°
codon 41/42 -TTCT B°
codon 44 -C B°
VS 2.1 G>A pe
IVS 2.745 C>G B
619bp del B°
cap+1
codon5to 9
codon 15to 16
codon 22

codon 30 to IVS 1.6
IVS 1.110 and IVS 1-25
codon 36 to 39

codon 41 to 44

IVS 2.1

IVS 2.745 and 619bp del

,,,,,,,,,,, Red Marker Line (top)

rrrrrrrrrrr Control

mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant

©CONOUAWN R

wild type
wild type

-101 [C>T]
-87[C>G]

30 [T>A]

codon 5 [-CT]

codon 6 [G>A] HbC
codon 6 [A>T] HbS
codon 6 [-A]

codon 8 [-AA]

codon 8/9 [+G]

codon 15 [TGG>TGA]

c.-151C>T
c.-137C>G
C.-80T>A
€.17_18delCT
C.19G>A
C.20A>T
c.20delA
c.25_26delAA
€.27_28insG
C.48G>A

codon 27 [G>T] Knossos ¢.82G>T

wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type

IVS 1.1 [G>A] C.92+1G>A
IVS 1.5 [G>C] €.92+5G>C
IVS 1.6 [T>C] €.92+6T>C
IVS 1.110 [G>A] €.93-21G>A
IVS 1.116 [T>G] €.93-15T>G
IVS 1.130 [G>C] €.93-1G>C
codon 39 [C>T] €.118C>T
codon 44 [-C] c.135delC
IVS 2.1 [G>A] €.315+1G>A
IVS 2.745 [C>G] €.316-106C>G
IVS 2.848 [C>A] €.316-3C>A
-101to-87

-30

codon5t09

codon 15

codon 27

IVS11t0IVS 16
IVS 1.110to IVS 1.116
IVS 1.130

Note: Teststrip is not drawn in real size and must not be used for

interpretation of results!

wild type
wild type
wild type
wild type
"""" - wild type

mo<—40r—<

codon 39
codon 44
Vs 2.1

IVS 2.745
IVS 2.848

rrrrrrrrrrr Green Marker Line (bottom)

Fig. 1: Teststrip Design

Note: Teststrip is not drawn in real size and must not be used for

interpretation of results!

104

Figura 33. Patron de disefio del test stripassay IME (a) y del test stripassay MED (b).
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1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3
4 4 4 4 4 4
5 5 5 5 5 5
6 6 6 6 6 6
7 7 7 7 7 7
8 8 8 8 8 8
9 9 9 9 9 9
10 10 10 10 10 10
1 11 1 11 11 11
12 2 12 pt 12 2 12
13 13 13 13 13 13
1 i 1 14 14 i
15 15 foed 15 ol 15 fomel 15 15
16 16 16 16 16 16
17 17 17 17 17 17
8 18 8 18 18 fol 18 foel —
19 19 19 19 19 19
20 20 20 20 20 20 fl
21 21 21 21 21 21
2 2 2 22 2 2
23 foemt 2 23 23 et 2 2
24 fouel 24 2 24 el 24 2
25 feef 2 2 25 el 25 25
26 foem 2 2 o 2 2
27 foel 27 27 27 et 27 27
28 foemt 28 28 28 28 28
29 fomet 29 29 29| |<— 2 29
30 femf 30 30 e 30 30
31 ol 3 31 31 ol 31 31
32 ol E 32 32 k2 32
33 el 3 33 33 3 3
34 el 34 o 34 34
35 ol 3 35 35 el 35 35

1 1 1 1 | 1
2 p 2 2 2 p
5 f 5 3 f f
i h i i i i
5 5 5 5 -— 5 5
H § el — § el — FE= 5 el — H
7 7 7 7 7 7
8 8 8 8 8 8
H H H 4 i H
10 0 10 1 10 ks
T B i b B B
2 2 B — 12 2 2
i i i i i i
i i i i 1 i
15 i 15 i I s
i i i i i i
b i b i i b
i el < i i i i i
i 19 i 19 19 19
2 2 2 2 2 2
2 2 2 21 21 2
2 2 2 E % 2
2 2 2 2 2 2
2 2 2 i 2 2
25 25 25 25 -— 25 -— 25
2 % 2 % % %
2 2 2 7 1 2
2 % 2 % % 2%
2 % 2 % %
% % % % % %
o [~ 3 3 3 3 3
32 32 32 32 32 32
3 3% 3 3 3 3%
B 5 B u u B
3 3 3 3 3 3

(A.) normal (G.) cd 39 homozygous

(B.) IVS 1.110 heterozygous (H.) HbS heterozygous

(C.)IVS 1.1 - IVS 1.110 compound heterozygous  ( I.) HbS - IVS 1.1 compound heterozygous

(D.) IVS 1.110 homozygous (J.) HbC - HbS compound heterozygous

(E.) cd 39 heterozygous (K.) HbS homozygous

(F.) cd 39 - IVS 2.1 compound heterozygous (L.) negative control or PCR failure

Figura 34. Ejemplos de resultados de mutaciones con el 3-globin test assay MED.
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1 1 1 1 1 1

2 2 2 p— - 2 2 2

3 3 3 3 3 3

4 4 4 4 4 4

5 5 5 5 5 5

6 6 6 6 6 6

7 7 7 7 7 7

8 8 8 8 8 8

9 9 9 9 9 9

10 10 10 10 10 10

1 11 11 1 11 11

12 12 12 12 12 12

13 13 13 13 13 13

14 14 14 [ — 14 [ — 14 14

15 15 15 15 15 15

16 16 16 16 16 16

17 17 17 17 17— 17
18 18 18 18 18 18

19 19 19 19 19 19

20 20 20 20 20 20 el €—
21 21 21 21 21 21

22 22 22 22 22 22

23 i 23 23 f 23 23 el 23 i
24 e 24 f 24 f 24 24 i 24 e
25 fi 25 fomee 25 femee 25 fomee 25 e 25 femem
26 26 foe 26 fomen 26 = 26 fmm 26—
27 o 27 foe 27 foe 27 27 27 o
28 fom 28 fomee 28 fome 28 -— 28 e 28 fomn
29 fom 29 fomee 29 fomee 29 fomee 29 e 29 ot
30 fmt 30 f 30 ft 30 f 30 e 30 e
31 e 31 foe 31 foe 31 foe 31 e 31 e
32 fo 32 fome 32 foe 32 foee 32 e 32
1 1 1 1 1 1

2 2 2 2 2 2

3 3 e 3 el «— 3 el <— 3 el <— 3

4 4 4 4 4 4

5 5 5 5 (= <— 5 5

6 6 6 6 6 6

7 7 7 7 7 7

8 8 8 8 8 8

9 9 9 9 9 9

10 10 10 10 10 10

1 11 11 11 11 11

12 12 12 [ €— 12 12 12

13 13 13 13 13 13

14 14 14 14 14 14

15 15 15 15 15 15

16 16 16 16 16 16

17 [l €— 17 17 17 17 17

18 18 18 18 18 18

19 19 19 19 19 19

20 20 20 20 20 20

21 21 21 21 21 21

22 22 22 22 2 22

23 i 23 23 f 23 23 e 23

24 24 f 24 f 24 - 24 - 24

25 o 25 fome 25 fome 25 25 25

26 o 26 fomee 26 fomee 26 o 26 e 26

27 =i 27 =t 27 =t 27 =t 27—t 21

28 fom 28 fomee 28 fomee 28 e 28 e 28

29 - 29 fomee 29 fomee 29 e 29 e 29

30 o 30 fomee 30 fomee 30 e 30 e 30

31 o 31 foe 31 foe 31 e 31 e 31

32 fo 32 fome 32 fome 32 e 32 e 32

(A.) normal

(B.) IVS 1.110 heterozygous
(C.) cd 5 - IVS 1.110 compound heterozygous
(D.) IVS 1.110 homozygous

(E.) cd 39 heterozygous

(F.) cd 39 - IVS 2.1 compound heterozygous

(G.) cd 39 homozygous

(H.) HbS heterozygous

(1.) HbS - IVS 1.5 compound heterozygous
(J.) HbS - cd 8/9 compound heterozygous
(K.) HbS homozygous

(L.) negative control or PCR failure

Figura 35. Ejemplos de resultados con el B-globin test assay

IME.
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il
I
Il
I

Figura 36. Sistema de identificacion de las mutaciones de la cadena a globina. Arriba estudio
normal. Abajo, delecién 3,7 heterocigota.
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3.- HOJA DE RECOGIDA DE DATOS.

Los datos se recogieron con una base de datos de Access (Microsoft Office). La hoja de

recogida de datos se muestra en la figura 37.

¥

ANEMIAS HEREDITARIAS1

Id

CODIGO POSTAL

SEXO MUJER
NHC

FECHA NACIMIENTO

FECHA DEL ESTUDIO

EDAD AL DX

PAIS DE ORIGEN ESPANA
ETHIA:

—OLIDEE S D Anemia sintomatica

Hematies: 5,20|
HD 10,90
Hto 31,20
vCcM 60,9,
HCM 20,9
CHCM 34,3
ADE: 16,3
Reticulocitos % 1

Retis absoluto

bas] folico
30120 haptoglobin:
J TCD -
98159 J
ROE >
18/02/1969 B
08/03/2004

Glucosa 6PDH
35

Piruvatokinasa

L

EFHB

HbA1

= =

HbF

Banda anémala

% de Hb andmala

Genética alfa
talacamia

Gengtica beta-
talasemia

Mutacién cadenas beta

DX1: ENZIMOPATIAS

B12
hemopexina
lisis

ROI

PATOLOGICA

j Estado mutacion: No

o E |wm| e
I;I_

~2| ANEMIAS HEREDITARIASL

MCVr
MCHr DX2: MEMBRANOPATIAS
%HPO =
DX3: b+ TALASEMIA MINOR. .
Plaquetas 233000 TALA/HEMOGLOBINOPA
TetCrcioE 5100 IsT 15,5 COMENTARIOS:
Fe 57
- RST
Registro; M4 19.de 1705 | b M b | % Sinfiltrar | Buscar

Figura 37. Base de datos de estudios de anemias hereditarias.

El campo clave utilizado fue el NHC para evitar duplicidades de estudios. Se eliminaron los

registros con numeros de historia provisional que se hallaron duplicados, mediante la

comprobacion de nombre, apellidos y fecha de nacimiento,

independiente sin datos clinicos asociados.
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4.- ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizd con el paquete estadistico SPSS versidn 21 y XLSTAT version 2015.5.01.22573.

Para el analisis descriptivo se utilizaron medias y desviacion estandar (DE) o mediana y

rango y se expresaron en graficos y tablas de frecuencia.

Para la realizacidn de los estudios de incidencia se hizo la media de la poblacién de la
region de los ultimos 5 afios, tanto total como por areas de salud. El resultado obtenido fue la

poblacién con la que se trabajo. La incidencia se calculd por cada 100.000 habitantes/afio.

A partir de las tablas de incidencia y de incidencia acumulada se calculé la frecuencia de
cada subtipo de anemia en nuestra poblacién (%) para compararlo con la frecuencia publicada

en los principales estudios existentes en nuestro medio (ver introduccién-epidemiologia).

Tratamos de comparar una frecuencia observada en una muestra con una frecuencia
esperada, segun los datos de la literatura. Para ello realizamos para cada contraste una tabla de
contingencia 2x2 y a continuacién aplicamos prueba de contraste de hipdtesis para la
comparacién de proporciones entre dos muestras mediante el test exacto de Fischer. De esta
forma tratamos de averiguar si puede aceptarse la hipétesis de que una muestra dada procede
de una distribucién de probabilidad especificada en la hipdtesis nula, es decir si existe relacion
de dependencia entre ambas distribuciones. Dicha hipdtesis nula se rechaza si existe una

diferencia significativa entre la frecuencia observada y la esperada (P<0,05).

Asimismo se realizé andlisis de diferencias entre subtipos de o-talasemia y -talasemia
en los parametros hematimétricos y perfil ferrocinético. Se realizé el test de Kolmorogov
Smirnov y se observé que las distribuciones de valores no seguian una curva normal, por lo que
se emplearon test no paramétricos (U de Mann Whitney). En los casos con distribucidon de
frecuencia normal se aplicaron test paramétricos (T de Student). El nivel de significacion se
establecié para valores de p<0.05. Para los graficos se utilizé e programa Microsoft Excel®

(Microsoft®,USA).
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1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
PACIENTES. DIAGNOSTICO POR GENERO,
NACIONALIDAD Y ETNIAS.

1.1.- NUMERO Y TIPO DE ANEMIAS HEMOLITICAS HEREDITARIAS.

Desde el afio 1995 hasta 2013, se diagnosticaron un total de 2066 pacientes con algun
tipo de anemia hereditaria en nuestra area. Las anemias hemoliticas mas prevalentes en
nuestro medio fueron las talasemias (81,7%). Las hemoglobinopatias y las esferocitosis
hereditaria representaron el 9,73% y 4,59% de los casos respectivamente. El % de
enzimopatias detectadas fue del 3,97% (Déficit de G6PDH 3,73% y déficit de PK 0.24%). En la
tabla 15 se muestran las frecuencias de cada patologia. El sistema informatizado del
laboratorio (SIL) fue implantado en nuestro laboratorio en 2003, por lo que los datos se

muestran agrupados en dos periodos de tiempo: pre-SIL (1995-2002) y post-SIL (2003-2013).

Tabla 15. Nimero de diagndsticos realizados en nuestro centro entre los afos 1995-2013.

Periodo 1995-2003* Periodo 2003-2013 Total 1995-2013 (n)
0 ) 5

5(0,32%
34 (7,67%) 43 (2,75%) 77
352 (79,28%) 1272 (81,38%) 1624
20 (4,50%) 186 (11,90%) 206
38 (8,56%) 57 (3,65%) 95
444 1563 2007

* La distribucion de los diagndsticos en los dos periodos muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.001). PK: piruvatokinasa; G6PDH: glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa; HBPT: hemoglobinopatias; EH: esferocitosis hereditaria.

Se puede observar que el diagndstico de talasemias no se modifico de forma
significativa al comparar ambos periodos. Sin embargo, si se detectaron diferencias
significativas en el nimero de hemoglobinopatias y déficits de PK con una mayor incidencia en
el segundo periodo, a diferencia de la esferocitosis y el déficit de GBPDH que disminuyeron

(p<0,01 en todos los casos)
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En el grafico 1 se muestra la distribucidon de patologias en el grupo total de pacientes.
Como se puede observar, el grupo mayoritario es el de las talasemias, que constituyen el 82%
del total de las anemias hereditarias. Dentro de estas predominan las B-talasemias, que

representan un 65% del global de los diagndsticos.

ESFEROCITOSIS
6B-TALASEMIA  HEREDITARIA
9% 4%

ERITROENZIMOPATIAS
3%

a-TALASEMIA

7% / HEMOGLOBINOPATIAS

11%

B-TALASEMIA
65%

Grafico 1. Distribucidn de las AHH en el grupo total de pacientes.

A continuacion se describen los datos demograficos y analiticos de los pacientes
estudiados. Estos datos se refieren a los diagndsticos realizados en el periodo 2003-2013,
puesto que carecemos de datos éptimos completos para poder incluir a pacientes previos a

dicho periodo.

1.2.- DATOS DEMOGRAFICOS GENERALES.

Del total de los pacientes estudiados, 828 fueron mujeres y 735 hombres (grafico 2).

La mediana de edad fue de 30 afios con un rango de 0-94.
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Género

& mujeres

& hombres

Grafico 2. Distribucidn por género de los pacientes diagnosticados de algun tipo de anemia

hereditaria.

La distribucion de género segln los tipos de anemia se describen en la tabla 16. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna patologia en funcién del
sexo; en el déficit de G6PD un 60% de los pacientes fueron hombres y un 40 % mujeres, con

una p=0,050.

Tabla 16. Distribucion de género en las diferentes patologias

Diagndstico por sexo Mujeres Hombres
n (%) n (%)

Déficit PK 3 (60) 2 (40)
Déficit GGPDH* 17 (39,5) 26 (60,5)
Talasemias 692 (54,4) 580 (45,6)
HBPT 92 (49) 94 (51)
Esferocitosis 25 (43,9) 32 (56,1)
*: p=0,050
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1.3.- MOTIVO DEL ESTUDIO.

En cuanto al motivo de estudio, un 4,9% de los pacientes estudiados fueron remitidos

por tener algun familiar afecto de anemia hereditaria (tabla 17).

Tabla 17. Estudios familiares en los pacientes diagnosticados de
anemia hemolitica hereditaria.

Motivo del estudio Pacientes (n)

Estudio no familiar 1486 95,1

Estudio familiar 77 4,9

1563 100

1.4.- ETNIA.
Los pacientes fueron distribuidos en funcion de su nacionalidad espafiola o extranjera

(tabla 18). El 12% de los pacientes diagnosticados de anemias hemoliticas congénitas eran
extranjeros y en un 14% no se registro el pais de procedencia del paciente. También se realiz
una estratificacion en funcién de las siguientes 5 etnias, al igual que se ha realizado en la
mayoria de estudios publicados en la literatura [34]: caucdsica, magrebi, negra, asidtica
(referido a la poblacion del sudeste asiatico) e indigena Americano, amerindio o
latinoamericanos, referido a los sujetos procedentes de Centro y Sudamérica. Como se puede
observar en la tabla 18 y en el gréfico 3, después de la caucasica, la etnia mas frecuente
observada en los estudios fue la magrebi, seguida de la raza negra. La raza asiatica representa

el 1% de todos los pacientes diagnosticados.

Tabla 18. Distribucion de pacientes por pais de origen.

Pais de origen Pacientes (n)

219 14
1158 74,1
186 11,9
1563 100
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Origen étnico

1%

>% 2%

i Desconocida
& Caucasica

. Magrebf

i Negra

i Asiatica

& Indigena americana

Grafico 3. Clasificacidn de todos los pacientes estudiados segun los diferentes grupos
étnicos.

Al separar por pais de origen, observamos diferencias significativas en cuanto a la
distribucién de patologias entre los pacientes espafioles frente a los extranjeros (p<0,001),
siendo la patologia mas frecuente en los espaioles la talasemia, y en los extranjeros las
hemoglobinopatias. Entre los pacientes de otros paises y de pais no conocido la diferencia no

fue estadisticamente significativa (p=0,06) (tabla 19).

Tabla 19. Distribucion de patologias por pais de origen (Espafia vs
extranjeros).

Espariol (%) No espafiol (%) Desconocida (%)

(00

26 (65,0) 7(17,5) 7 (17,5)

48 (84,2) 2(5,3) 6(10,5)

Talasemias 1113 (87,5) 87 (6,8) 72 (5,6)

HBPT 19 (10,21) 101 (54,30) 55 (35,48)
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1.5.- PROCEDENCIA (AREA DE SALUD).

Si separamos los pacientes por areas de salud de procedencia, la mayoria de estudios

procedieron del area 1 (57%) seguida por el area 6 (16%) (tabla 20 y grafico 4) .

Tabla 20. Distribucion de pacientes por Areas de Salud. Los resultados se expresan en
numero total y en porcentaje

Desconocida 2,22

w
wv

Otras CC.AA. 0,37

(oot |
LD s s
I 55 s
I 1
T 5 [928
e GO B
I
R

Distribucion de pacientes por areas de
Salud

889

900

800

700

400

249

300

200

TN NSNS NN

100 -

Desc. I I1 I v \' VI VII VIII IX  Otras
CC.AA.

Grafico 4. Numero total de pacientes por area de salud.
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La distribucion de los resultados por patologias y por areas de salud se representa en la
tabla 21. Se observa un aumento significativo de diagndsticos en el Area | con respecto al resto
de Areas del Servicio Murciano de Salud con excepcién del Area VII. Existen diferencias

significativas al analizar entre si otras Areas de Salud como se representa en la tabla 21.
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TABLA 21. Distribucion de patologias por areas de salud. Los resultados se expresan en nimero total (porcentaje).

Tipo de Area 1* Area2 ** | Area3 *** | Areas? Area 5™ Area 6 Area 7 Area 8 Area 9 Desconocida/
Anemia Hereditaria Otras CC.AA

Déficit PK (5) 4 (80) 1(20)
Déficit GGPDH(43) 14 (32,6)  4(9,3) 8 (18,6) 1(2,3) - 4(9,3) 4(9,3) 5(11,6)  2(4,7)  1(23)

Esferocitosis(57) 20(35,1)  1(1,8) 7(12,3) 2(3,5) 3(5,3) 7(12,3) 5(8,8) 4(7,0) 2(3,5)  6(10,5)
Talasemias(1272) 768 (60,4)  25(2) 45 (3,6) 9(0,7) 5(0,4) 220(17,3) 121(9,4)  56(4,4) 6(0,4) 17 (1,3)

HBPT (186) 78 (41,9) 8 (4,30) 6(3,22) 16 (8,60) 12(6,45) 16 (8,60) 15(8,06) 11(591) 1(0,53) 23(12,36)
Total 1563 884 39 66 28 20 247 145 76 11 47

Distribucion de patologias por areas de salud. Los resultados se expresan en nimero total (porcentaje). *: diferencia estadistica del area 1 con el resto de
areas de salud (p<0,001) excepto con el area 7. **: diferencia significativa del area 2 con areas: 1, 5, 6 y 7 (p<0,010). ***: diferencia significativa del drea
3 con areas: 1,4, 5, 6,7 y 8 (p<0,035). #: diferencia significativa del area 4 con areas: 1, 3, 6 y 7 (p<0,020). ##: diferencia significativa del area 5 con areas:
1,2,3,6,7y 8(p<0,001). #i: diferencia significativa del area 6 con area 8 (p=0,001).
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2.- ERITROENZIMOPATIAS.

2.1.- ANEMIA HEMOLITICA POR DEFICIT DE PIRUVATOKINASA ERITROCITARIA.

Se diagnosticaron un total de 5 anemias hemoliticas por déficit de PK. La mediana de
edad fue de 43 afios (rango: 36-72). En cuanto a género, 3 fueron mujeres y 2 hombres. Todos
los pacientes eran de origen espafol y de etnia caucdsica. La media de hemoglobina al
diagnoéstico fue de 11,2 g/dL con VCM normales y reticulocitos elevados. Los datos

hematimétricos obtenidos de dos pacientes se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Valores analiticos en Ios pacientes con déficit de PK.

Hematies x10°/uL 4,000, 14
Hb g/dL 11,20+ 1,13 *
Hto % 35,05£2,05 *
VCM fL 87,90+2,12 80-100
HCM pg/célula 30,15+1,91 *
CHCM g/dL 34,25+1,34 *
ADE % 11,95+1,2 11,5-14,5
Reticulocitos % 4,48+1,16 1-2
Plaquetas x10 */uL 305,5+54,44 150-350
Leucocitos x10*uL 6,125+0,27 "
Piruvatokinasa U/gr. Hb 1,12+0,51 3,7-8,2

*: los valores normales varian en funcion de edad y género.

Todos los diagndsticos fueron realizados a partir de estudios de anemia no incluidos en

estudios familiares. 4 de los pacientes pertenecian al area | y 1 paciente procedia de otra area.

2.1.1.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO

En cuanto al periodo de diagndstico, en el grafico 5 se muestran los afios de
diagndstico de los pacientes con déficit de PK eritrocitaria. No fue realizado ningln
diagndstico en el periodo previo a la implantacion del SIL, y el primer caso diagnosticado data

de 2008.
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DEFICIT DE PIRUVATOKINASA
ERITROCITARIA
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Grafico 5. Déficit de PK distribuidos por ailo diagndstico.

2.2.- ANEMIA HEMOLITICA POR DEFICIT DE G6PDH.

Se diagnosticaron un total de 77 déficit de G6PDH (34 pacientes antes de la
implantacion del SILy 43 después de la misma). La mediana de edad al diagndstico del grupo
de pacientes estudiados tras la implantacion del SIL fue de 22 afios (rango 0-71). En cuanto a

la distribucidn por géneros, 17 fueron mujeres y 26 hombres (grafico 6).

Género

& mujeres

& hombres

Grafico 6. Distribucién de pacientes con déficit de GGPDH por géneros.

Al separar los pacientes por etnias, observamos que, después de la caucasica (58% del
total de los pacientes con déficit de G6PDH), la etnia mas frecuente fue la 4drabe,

representando el 30% del total. 3 pacientes fueron de origen latinoamericano (grafico 7).
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No se identificé ningln paciente de raza negra.

Etnia de los pacientes con déficit de

G6PDH
5% 7%_\ i Caucasica
0%
& Magrebi
Negra
i Asia

& Indigena americano

Grafico 7. Origen étnico de los pacientes diagnosticados de déficit de G6PDH eritrocitaria.

En la distribucidn por pais de origen, en 11 pacientes no se pudo obtener el mismo. 2
pacientes procedian de China, 1 de Nigeria y 5 de Marruecos. 26 pacientes (61%) eran de

origen espaiol (grafico 8).

Pais de origen de pacientes con déficit
de G6PDH

& Desconocido

i Espafa

Otros

Grafico 8. Distribucidn por pais de origen en los pacientes diagnosticados de déficit de
G6PDH.

En la tabla 23 se exponen los resultados de los valores hematimétricos y bioquimicos de los

pacientes diagnosticados de déficit de GGPDH en nuestro centro.
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Tabla 23. Valores analiticos en los pacientes con déficit de G6PDH. Al lado de
cada parametro se indica el nimero de pacientes de los que se disponia de
dicho resultado

Pardmetro (n) Media * desv. tipica

Hematies x10°/uL (n=8) 28,68+72,47

Hb g/dL(n=8) 9,2113,67 s
26,2119,95 s
87,3913,88 80-100

HCM pg/célula (n=8) 30,53+2,19 @

CHCM g/dL(n=8) 34,95+2,17 &

ADE % (n=8) 12,43+1,63 11,5-14,5

Reticulocitos %(n=8) 8,2716,28 1-2

Plaquetas x10 */uL (n=8) 318,5+107,58 150-350

Leucocitos x10*uL (n=8) 12,5845,18 o

Fe mcg/dl (n=4) 217,00+£102,24 &

(n=43)

Lisis segundos (n=6) 34,33+4,76 28-44

*: los valores normales varian en funcion del género y el grupo de edad.

Un total de 9 estudios (21%) se realizaron como parte de un estudio familiar (grafico 9).

Estudios familiares en déficit
de G6PDH

i No familiar

i Familiar

Grafico 9. Proporcidn de estudios familiares en los pacientes con déficit de G6PDH.

2.2.1.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO

En el grafico 10 se muestra la distribucion de diagnésticos por afio.
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Numero de diagndsticos
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Grafico 10. Numero de diagndsticos por afo de déficit de G6PDH

3.- MEMBRANOPATIAS: ESFEROCITOSIS

HEREDITARIA

Se diagnosticaron un total de 95 esferocitosis hereditarias (38 antes de la implantacion

del SILy 57 después de la misma). La mediana de edad al diagnéstico fue de 23 afios (0-81). En

cuanto a la distribuciéon por géneros, 25 fueron mujeres y 32 hombres (grafico 11).

Género

& mujeres

& hombres

Grafico 11. Distribucion por géneros de pacientes con esferocitosis hereditaria.

En la estratificacidn por etnia de los pacientes diagnosticados, 6 de ellos eran de origen
sudamericano, 2 drabes y 1 no conocida (grafico 12). En 6 pacientes no se pudo obtener el pais

de origen; un paciente procedia de Ecuador y 2 de Marruecos. El resto (84,2%) eran de origen

espanol (grafico 13).
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Etnia de los pacientes con EH
11%
2%
3%

& Desconocida
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i Indigena americano

Grafico 12. Distribucion por etnias en pacientes con esferocitosis hereditaria.

Pais de origen de pacientes con EH

5%

i desconocido

i Espana

“ no espafia

Grafico 13. Pais de procedencia de pacientes con esferocitosis hereditaria.

En la tabla 24 se exponen los valores medios de los pardametros hematimétricos y

bioquimicos analizados en los pacientes con EH.
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Tabla 24. Valores analiticos en pacientes con esferocitosis hereditaria.

Parametro (n) Media + desv. Tipica

Hb g/dL (n=47) 11,62+2,21 *

AR 525525,56 | S

VCM fL (n=47) 86,75%7,42 80-100

ACM el (-7 wmem 0

AOE %047 sz msus
Reticulocitos % (n=47) 8,00+5,76 1-2
Plaquetas x10* uL(n=6) 359,83+184,22 150-350

Fe mcg/dl (n=5) 139,20+134,6 59-158

CT mg/dl (n=5) 192,40+18,64 200-360

405 s

Haptoglobina mg/dl (n=5) 10,00+3,46 30-200

Lisis segundos (n=47) 26,44+6,11 28-44

Glucosa6PDH U/gr de Hb (n=5) _

*: los valores normales varian en funcion del género y el grupo de edad.

Sélo uno de los diagnodsticos se realizé en el contexto de un estudio familiar (grafico

14).

Estudios familiares

2%

& No familiar

& Familiar

Grafico 14. Proporcion de pacientes diagnosticado de EH a partir de un estudio familiar.
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3.1.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO.

Atendiendo a la distribucién por afio de diagnéstico, se muestra en el grafico 15 el
numero de diagndsticos realizados desde 1995, observandose que 1998 fue el afio con mayor

numero de diagndsticos y que Unicamente en el afio 2002 no se realizé ninguno.

ESFEROCITOSIS

16

» A
” /\

ﬁ\
N
N\
/
\
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Grafico 15. Numero de pacientes diagnosticados de EH en nuestro Hospital por aio.

4.- TALASEMIAS.

4.1.- o -TALASEMIA.

Se diagnosticaron un total de 115 a-talasemias: 16 en el periodo 1995-2002 y 103 en
el periodo 2003-2013. La mediana de edad al diagndstico fue de 10,5 afios (1-76). En cuanto a

la distribucién por géneros, 47 fueron mujeres y 56 hombres (grafico 16).
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Género

& Mujeres

& Hombres

Grafico 16. Distribucion por género de los pacientes con a-talasemia.

Las etnias de los pacientes diagnosticados en el periodo 2003-2013 fueron las
siguientes: 79 caucasica, 7 arabe, 6 negra, 3 asidtica, 2 amerindia y 6 de etnia no conocida. En
cuanto al pais de origen, la mayoria de pacientes en este grupo procedian de Espafia (n=77);.
En 13 pacientes no se pudo obtener el pais de origen. Los pacientes extranjeros procedieron
de los siguientes paises: 3 de China, 4 de Nigeria, 3 de Marruecos y 3 de Bulgaria (graficos 17,

18y 19).

Etnia de los pacientes con
Pl-talasemia

3% 0 K Desconocida
6% 2% e
2o \ | _ 6% i Caucasica
(| P
< Arabe
& Africana
i Asiatica

& Indigena americano

Grafico 17. Distribucion por etnias de los pacientes diagnosticados de o-talasemia.
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Pais de origen de pacientes con
F-talasemia

i Desconocido

i Espafa

No espaia

Grafico 18. Pais de procedencia de pacientes diagnosticados de a-talasemia.

Procedencia de pacientes no espaioles
con a-talasemia

Desconocido
Nigeria
Marruecos
China

Bulgaria

0 2 4 6 8 10 12 14

Grafico 19. Distribucién de a-talasemia en funcion de la nacionalidad extranjera

4.1.1.- DATOS ANALITICOS GENERALES

A continuacidn se exponen los resultados analiticos de los pacientes diagnosticados de
a-talasemia en nuestro centro. La tabla 25 expone los parametros analiticos del conjunto
global de los pacientes diagnosticados de a-talasemia. En la tabla 26 se reflejan los parametros
hematimétricos de los pacientes en funcién de su perfil molecular. Encontramos diferencias

estadisticamente significativas en el VCM, HCM y CHCM entre los dos grupos.

No disponemos de datos analiticos de los pacientes diagnosticados de o-'. Solamente

se obtuvieron los datos analiticos de un paciente con Hb H.
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Tabla 25. Valores analiticos en los pacientes con
o-talasemia

Parametro (n) Media * desv.
tipica normales
(n=64)

I T 1256515 ([

Hto. % (n=64) 38,00+4,70 @

DM Bosss w0

[ [@\/ N JILITVIENEY I 24,18+2,82 *

crev gin-es)__[ERCEI ISR

ADE % (n=64) 13,94+2,70 11,5-14,5

3/
Plaguetas x10™ulL 296,00+108,2 150-350
(n=64)

Leucocitos x10*uL
(n=64)

Fe mcg/dl(n=52) 145,48+481,51 59-158

CT mg/dl (n=49) 282,65+51,04 200-360

ST % (n=20) 31851504 2440

ENSNIGEGEPAIN 39,38+8,96 28-44
HbA2 % (n=77) 2721044 wx
HbF % (n=71) 0,56+1,42 S

*: los valores normales varian en funcién del género y el grupo de edad.
**: |os valores normales varian en funcién de la técnica utilizada.
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Tabla 26. Parametros analiticos de los pacientes con co-talasemia
segun el perfil molecular.

o’-talasemia o'-talasemia
Media * desv. Media £ desv.
tipica tipica
12,72+1,64 16

12,17+1,83

Parametro

Hematies
x10°/uL

Hb g/dL 43
Hto %
VCM fL 43

HCM
pg/célula
CHCM g/dl 43

ADE %
Retic.% 19 1,06+0,25 10 1,11+0,24

Plaquetas
x10*uL

74,5316,21 16 69,6315,41

33,28+1,49 16 32,41+1,22

Leucocitos

+ +
«10%ul. 43 7,61+1,97 16 7,71+4,1

Fe mcg/dl

Ferritina ng/ml 35 77,63+£19,11 11 78,18+19,43
CT mg/dI
IST % 13 33,15+15,28 4 22,00+7,83
Félico ng/ml 2 7,35%2,90 3 10,40+3,50
B12 pg/ml
HbA2 % 52 2,75%0,49 17 2,5510,28
HbF %
Lisis segundos 12 38,67+8,24 6 44,00+8,05

Haptoglobina
mg/dl
* existen diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos.

Del total de los pacientes diagnosticados de o-talasemia, 22 de los estudios se

realizaron como parte de un estudio familiar (grafico 20).
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Estudios familiares en
«a -talasemia

& No familiar

i Familiar

Grafico 20. Proporcién de a-talasemias diagnosticadas en el contexto de un estudio
familiar.

4.1.2.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO

En la distribucion por afio de diagndstico existe un aumento en la incidencia de casos
durante el afo 2008 coincidiendo con el inicio de los estudios genéticos en nuestro centro

(grafico 21).

« -talasemias por afo de diagnéstico
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Grafico 21. Numero de pacientes diagnosticados de o-talasemia por afio en
nuestro centro.
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4.2.- BETA-TALASEMIA.

En total se diagnosticaron 1285 pacientes: 276 en el periodo anterior a la implantacidn
del SIL (1995-2002) y 1010 en el periodo posterior (2003-2013). La mediana de edad al
diagndstico de los pacientes con B-talasemia fue de 32 afios (0-92). En la distribucién por

géneros, un total de 449 pacientes eran hombres, y 561 mujeres (grafico 22).

Género

& Mujeres

& Hombres

Grafico 22. Distribucidn por género de los pacientes diagnosticados de -talasemia.

La etnia mayoritaria fue la caucasica (87%), seguida de la drabe y la amerindia.

Fueron diagnosticados 3 pacientes de raza asiatica (grafico 23).

Etnia de los pacientes con
B -talasemia

1% __<1% & Desconocida
7%_\ \ /ﬁ_ 2% & Caucasica
« Arabe
& Negra
L Asiatica

& Indigena americano

Grafico 23. Distribucion por etnias de los pacientes diagnosticados de -talasemia.
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En cuanto al pais de origen, la mayoria de los pacientes procedian de Espafia, como se

representa en el grafico 24.

Pais de origen de pacientes con
B -talasemia

7% 7%

i Desconocido
i Espana

No espafa

Grafico 24. Pais de procedencia de pacientes diagnosticados de 3-talasemia.

De los pacientes procedentes de otros paises, la mayoria eran de Marruecos.

También destaca la presencia de un 14% de pacientes procedentes de Rumania (grafico 25).

Procedencia de pacientes no espafoles con 3 -
talasemia

Senegal
Rumania
Portugal

Nigeria

Marruecos
Italia
Ecuador
Colombia
China
Bulgaria

Brasil

Argelia
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Grafico 25. Pacientes extranjeros con -talasemia por pais de procedencia
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4.2.1.- DATOS ANALITICOS GENERALES

Del total de P-talasemias, se realiz6 diagndstico de [B-talasemia intermedia a 69

pacientes (6,83%); y de B-talasemia mayor, a 3 pacientes (0,30%). A continuacidn (tabla 27) se

exponen los valores medios de los pardmetros hematimétricos y bioquimicos analizados en los

pacientes con P-talasemia.

Tabla 27. Valores analiticos en pacientes con -talasemia

T Tpwimor | pulmemeds | prabmorr |

Hematies 511  6,6153321,04 42 5,06:0,64 3 3,0330,67
x10°/uL
512 11,8242,87 43 9,99+0,80 3 7,6+1,95
511 35,76x4,67 42 30,49+2,66 3 22,3+4,36
511 63,134,66 44 60,8615,90 3 73,36745,98
HCM 511 20,71#2,37 43 19,97+2,04 3 24,767£1,25
pg/célula
511 32,59+1,49 43 32,79+1,29 3 33,733%2,89
509 17,20£2,35 42 18,9414,09 3 28,667:0,78
74 2,44£2,04 19 2,40+1,36 3 5,9+1,82
Plaquetas 503 27582#90,52 43  364,27£165,34
x10°/uL
503 7,85¢4,27 44 8,45+2,76 3 17,77+12,93
x10*/uL
219 90,71£79,46 30 68,7+30,37 3 173+22,07
Ferritina 209 141,084278,55 32 72,81$83,25 3 172,33:33,62
146 259,74%46,06 29 255,1+62,69 3 202,6616,07
94 26,01+14,08 12 27,26+17,23 86,33+17,16
44 152,27+112,04 7 169,57£115,59 1 12,00

Si separamos las [B-talasemias segin su perfil molecular encontramos que existen
diferencias significativas en los niveles de Hb y el Hto al comparar las B*-talasemias frente a las

B-talasemias (tabla 28).
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Tabla 28. Parametros analiticos en los pacientes con B-talasemia en funcién del perfil
molecular.

. p-talasemia |  PBtalasemia |
rematessior [ B TIE T
Hb (g/dL) * 6 12,47+1,95 14 10,69+ 1,20
O s 723#5 14 3211415
6 65,3216,12 14 64,516,67
EEEETEN = 6 2188317 14 21564294
6 33,45£2,16 14 33,36+1,51
CUEARE 6 1768625 14 18104308

Leucocitos x10*uL 6 7,21+1,08 14 8,196 4,11

LELCR 4 8075741 614433212654
5 52,00431,73 9 243,33%395,67
CLPEEEE 5 292004816 8 2331314984
4 24,75%6,29 2 23$7,07
CIOCLM  tleso [ 2ammse
1 530 2 624,00£511,95

*existen diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos.

Practicamente todos los pacientes (99%) fueron diagnosticados fuera de un estudio

familiar (grafico 26).

Estudios familiares en
B -talasemia

1%

& No familiar

& Familiar

Grafico 26. Proporcion de pacientes diagnosticado de B-talasemia a partir de un estudio
familiar.
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4.2.2.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO

Si dividimos los pacientes por afo de diagndstico, se observa un aumento en la

incidencia de casos diagnosticados en el periodo 2003-2004 durante los primeros anos de

informatizacion de los sistemas. En los afios posteriores existe mayor nimero de diagndsticos

gue en los previos a la instauracion del SIL (grafico 27).

B -talasemias por afio de diagndstico
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Grafico 27. Numero de pacientes diagnosticados de -talasemia por afio en nuestro
centro.

4.3.- DELTA-BETA-TALASEMIA.

Se diagnosticaron un total de 199 dp-talasemias (54 en el periodo 1995-2002 y 145

en los afios 2003-2013). La mediana de edad al diagnéstico fue de 32 afios (1-94).

De los pacientes diagnosticados, 83 fueron mujeres y 62 hombres. Los resultados

porcentuales se muestran en el grafico 28.
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Género

& Mujeres

& Hombres

Grafico 28. Distribucidn por género de los pacientes diagnosticados de 3f-talasemia.

La distribucidn por etnias de los pacientes diagnosticados en el periodo 2003-2013
fue la siguiente: 140 de etnia caucasica, 4 de etnia indigena americana y 1 de etnia

desconocida (grafico 29).

Etnia de los pacientes con
&P-talasemia

i Desconocida
i Caucasica

« Indigena americano

Grafico 29. Distribucion por etnias de los pacientes diagnosticados de df-talasemia.

Atendiendo al pais de origen, la mayoria de los pacientes diagnosticados en nuestro

centro (98%) eran de origen espafiol (grafico 30).
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Pais de origen de pacientes con
o60-talasemia

1%\/_
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& Desconocido
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No Espafa

Grafico 30. Pais de procedencia de pacientes diagnosticados de 3f3-talasemia.

4.3.1.- DATOS ANALITICOS GENERALES

Los datos analiticos se muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Valores analiticos en pacientes con f3- talasemia

Vo denv s valoesrormaes
_ 65,93+6,05 80-100
_ 20,83+3,09 11,5-14,5

*: los valores normales varian en funcion del género y el grupo de edad.
**: los valores normales varian en funcion de la técnica utilizada.

Al comparar estos datos con los datos hematimétricos de las B-talasemias, observamos
que existen diferencias significativas en el ADE (p=0,001), con una media de 20,83+3,09 en las

6B-talasemias frente a un 17,32+2,66 en el caso de las 3-talasemias.
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Al igual que en el caso de las B-talasemias, la practica totalidad de los pacientes

diagnosticados (99%) no se realizaron en el contexto de estudios familiares (grafico 31).

Estudios familiares en

SB-talasemia
1%

_\

& No familiar

& Familiar

Grafico 31. Proporcidon de pacientes diagnosticado de df3-talasemia a partir de un estudio
familiar.

4.3.2.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO.

Al dividir por aflo de diagndstico, existe un pico de aumento de diagndsticos de 5p3-

talasemias en los afios 2003 a 2005 (grafico 32).

OB-talasemias por aiio de diagndstico
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Grafico 32. Nimero de pacientes diagnosticados de dB-talasemia por aiio en nuestro
centro.
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4.4.- PERSISTENCIA HEREDITARIA DE HEMOGLOBINA FETAL (PHHF).

Se diagnosticaron un total de 20 PHHF: 6 en el periodo 1995-2002 y 14 en el periodo
2003-2013. La mediana de edad al diagndstico fue de 24 afios (1-68). En el grupo diagndstico
2003-2013, sélo 3 pacientes (21%) eran mujeres (grafico 33).

Género

& Mujeres

& Hombres

Grafico 33. Distribucion por género de los pacientes diagnosticados de PHHF.

Con respecto a las etnias, la gran mayoria (93%) era de origen caucasico. Tan sélo se
identificé un paciente extranjero, de origen senegalés (grafico 34).

Respecto al pais de origen, el 93% de los pacientes eran espafioles (grafico 35).

Etnia de los pacientes con PHHF

7%

i Caucasica

i Negro

Grafico 34. Distribucidn por etnias de los pacientes diagnosticados de PHHF.
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Pais de origen de pacientes con
PHHF

i Espana

93% & No Espafa

Grafico 35. Pais de procedencia de pacientes diagnosticados de PHHF.

4.4.1.- DATOS ANALITICOS GENERALES

En la tabla 30 se exponen los datos analiticos de los pacientes diagnosticados de PHHF.

Ninguno de los diagndsticos se realizd en el seno de un estudio familiar.

Tabla 30. Parametros analiticos de los pacientes con PHHF

i B =
normales
[Vemfi(n=8) " 95319,49 80-100
[ADEGA(R=8) N 15,21#3,97  11,5-14,5
PPlagUStasXA0° /(RS8N 325,75:255,6  150-350
*: los valores normales varian en funcion del género y el grupo de edad

**: los valores normales varian en funcion de la técnica utilizada.
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4.4.2.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO.

En el grafico 36 se muestran los diagndsticos realizados por afio. Durante los

afios de implantacion del SIL no se realizé ningln diagndstico de PHHF.
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PHHF por aiio de diagndstico
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Grafico 36. Numero de pacientes diagnosticados de PHHF por aiio.

4.5.- ALTERACIONES MOLECULARES DE LAS CADENAS DE GLOBINA.

Los estudios moleculares por PCR se iniciaron en nuestro centro en el afio 2007.

Desde entonces y hasta el afio 2013 se han realizado un total de 253 estudios: 148 de cadenas

o- globina y 105 de cadenas B-globina.

4.5.1.- ALTERACIONES MOLECULARES DE LAS CADENAS 0. -GLOBINA

Se realizaron 148 estudios de las cadenas a-globina en el periodo estudiado. En 45

estudios no se hallé ningln tipo de mutacion. En el resto se identificéd alguna mutacién, sola o

asociada a otra anemia hemolitica hereditaria.

Se identificaron un total de 103 pacientes con alteraciones moleculares en los genes

a-globina. La mutacién mas frecuente encontrada fue la delecién o>’, que representd el 85%

del total de las mutaciones.

Las alteraciones identificadas se muestran en el grafico 37.
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ESTUDIO GENETICO a-TALASEMIAS
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Grafico 37. Alteraciones moleculares en pacientes con a-talasemia. HT 3,7: delecién
a3,7 heterocigota. HM 3,7: delecion homocigota a-3,7. TRIP 3,7: aaa anti 3,7. IVS1(-
5nt): delecién de pentanucledtido en el intrén 1. Las dos ultimas (IVS(-5nt) y POLYA1 son
a-talasemias no delecionales.

En el grafico 38 se puede observar que el 94% de las mutaciones son delecionales

mientras que solo un 4% son no delecionales, siendo la mas frecuente dentro de este

subgrupo la IVS1 (-5nt).

La tabla 31 muestra los diferentes genotipos hallados en nimero absoluto y

porcentualmente.
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ESTUDIO MOLECULAR DE CADENAS a

H del 3,7
2%
H TRIP 3,7
= SEA

B HbH

B NO DELECION
m IVS1 (-5nt)

= POLYA1

Grafico 38. Alteraciones moleculares halladas en las cadenas a-globina.

Tabla 31. Distribucién de frecuencia de los genotipos estudiados en pacientes
con alteraciones en el gen de cadenas a-globina.

Mutaciones Frecuencia (n) Porcentaje (%)

HT 3,7 -/ aa 67,96

=N

HM 3,7 > /o>’ 17,48
TRIP 3,7 aoo anti->’ 4,85
SEA --SEA 3,88

b —/-a 1,94

o-tal no delecién

I
I

IVS1 (-5nt) o™a/aa 2,91
o“°a/aa 0
POLYA PA1 (AATAAG) 0,97

PA2 (AATGAA)

| 103 | 100 |

Encontramos 4 pacientes con grandes deleciones en el gen de la cadena a-globina,
especificamente la mutacién —SEA. 3 de ellos eran de origen asiatico y se realizaron como
parte de un estudio familiar. Del cuarto paciente no pudo identificarse el pais de

procedencia ni la etnia.
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4.5.2.- ALTERACIONES MOLECULARES DE LAS CADENAS BETA-GLOBINA

Se realizaron un total de 139 estudios moleculares hasta 2013 de las cadenas B-
globina, de los cuales 114 presentaban una o mds mutaciones. Como puede observarse en el
grafico 39, mas de la mitad de los casos (53,5%) corresponden a hemoglobinopatias, sobre
todo a HbS (44,7%). Un 46,5% de los estudios presentaron alguna mutacién correspondiente a
[B-talasemia. Las mutaciones identificadas se exponen en el grafico 40. En el caso de las B-
talasemia mayor, se identificaron una mutacién del CD39 [C>T] homocigoto, una mutacion IVS

1.110 homocigota y una doble heterocigota IVS 1.6 asociada a CD39 [C>T].

GENETICA CADENAS B-GLOBINA

m B-Tal
m HbS
m HbC

Grafico 39. Resultados de los estudios de las cadenas B-globina.

Caracterizacion molecular de las
Cl-talasemias

CODON 8/9 [+G]
9,1%

CODON 5 [-CT]
3,6%

IVS 2.1 [G>A] IVS 1.1
5,5% 7,3%

Grafico 40. Perfil molecular de las B-talasemias en la Regién de Murcia.
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En la tabla 32 se describe el genotipo identificado en los pacientes con B-talasemia
estudiados a nivel molecular.

Tabla 32. Perfil genotipico de los pacientes con 3-talasemia en Murcia
B'/B 13
B"/B 31
B/HbSoC 4
B'/B’ 3
B"/B° 2

5.- HEMOGLOBINOPATIAS.

Se diagnosticaron un total de 208 hemoglobinopatias estructurales: 20 en el periodo
1995-2002, y 186 en el segundo periodo (2003-2013). Del primer periodo sélo se obtuvo el
diagnodstico general, por lo que no se dispone del tipo de hemoglobinopatia, estado

mutacional, ni datos analiticos o demograficos.

La mediana de edad al diagnostico de las hemoglobinopatias fue de 27 afios (0-66).
La hemoglobinopatia mas frecuente diagnosticada fue la HbS (66,13%) seguida de la HbC
(16,67%).

5.1.- DATOS DEMOGRAFICOS.

La distribucion global de hemoglobinopatias en el periodo 2003-2013 por género fue

de 92 mujeres (49%) y 94 hombres (51%).
Del total de las HbS, 58 fueron mujeres y 65 hombres, mientras que en el caso de la

HbC sdélo hubo 10 hombres frente a 21 mujeres diagnosticadas. En el grafico 41 se expone la

distribucién por géneros en las diferentes hemoglobinopatias.
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Género de los pacientes con hemoglobinopatia
70
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HbS HbC HbE Doble HTZ HbD Otras
i Mujeres 58 10 5 3 4 3
& Hombres 65 21 6 7 2 2

Grafico 41. Distribucidn por género de las diversas hemoglobinopatias.

La mayoria de pacientes eran de raza no caucasica, predominando la raza negra
sobre el resto. 83 pacientes diagnosticados eran de etnia negra, 44 magrebies, 27 indigenas

americanos y 20 de raza caucasica (grafico 42).

Etnia de los pacientes con
hemoglobinopatias

8% 119
/ % i Desconocida

' u Caucasica
44% 14%

Indigena americano

i Magrebi

“ Negro

Grafico 42. Distribucidn global por etnias de los pacientes diagnosticados de
hemoglobinopatia.

Las etnias con mayor nimero de casos diagnosticados de HbS fueron la raza negra y
la latinoamericana. En el caso de los pacientes de origen magrebi, existen mas casos de HbC

gue de HbS. En el grafico 43 se muestra la etnia en funcién del tipo de hemoglobinopatia.
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Etnia en las diferentes hemoglobinopatias
70
60 I
st |
o 40
ot
g 30
2 20
10 ——
0 ke M e . a
HbS HbC HbE Doble HTZ HbD Otros
i Desc. 10 1 2 0 1 0
i Caucasica 3 1 8 0 1 5
LI Magrebi 18 20 0 4 2 0
M Negra 70 0 5 2 0
i Indamericana 22 3 1 1 0 0

Grafico 43. Etnia de los pacientes segun las diferentes hemoglobinopatias. Debajo se indica el tipo de
hemoglobinopatia junto con el nimero de pacientes. Doble HTZ: doble heterocigoto.

En cuanto al pais de origen, un total de 101 pacientes diagnosticados fueron
extranjeros, 66 de pais no conocido y tan sélo 19 eran nacidos en Espafia (grafico 44). Si
comparamos con el grupo de talasemias, observamos que existen diferencias significativas

(p<0,001) en cuanto al pais de origen.

Pais de origen de pacientes con
hemoglobinopatias

& Desconocido

& Espafa

No Espafia

Grafico 44. Origen de los pacientes diagnosticados de hemoglobinopatia.

Desglosados por paises, el pais de donde procedian mas pacientes fue Nigeria,
seguido de Marruecos (grafico 45). Al realizar el analisis del subgrupo de pacientes nacidos en

Espafia observamos que la hemoglobinopatia mas frecuente es una hemoglobinopatia
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talasémica, la HbE. La drepanocitosis en pacientes nacidos en Espafia en nuestra Area de Salud

es casi inexistente (1 caso)(grafico 46).

Procedencia de pacientes diagnosticados de
hemoglobinopatia.

NIGERIA
MARRUECOS
ESPANA

GUINEA ECUATORIAL |t 7
GHANA |t 6

ECUADOR st 6
SENEGAL st 5
GUINEA st 4
COSTA DE MARFIL |t 4
MALI bt 3
REPUBLICA DOMINICANA i 1
GAMBIA g 1
CUBA a1
BULGARIA g 1
BRASIL I 1
BOLIVIA i 1
ARGELIA i 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Grafico 45. Paises de procedencia de los pacientes diagnosticados de hemoglobinopatia.

Hemoglobinopatias: pais de procedencia
80
70
2 60
- 50
. 40
2
E 30
= 20
10
0 I ~ S S SR
HbS HbC HbE  DobleHTZ  HbD Otras
M Espafia 1 0 9 0 1 4
i Otros paises 74 16 0 6 4 1
L Desconocido 48 15 2 4 1 0

Grafico 46. Tipo de hemoglobinopatia segun el pais de procedencia. La HbS (homo y
heterocigota) es la mas frecuente en los pacientes extranjeros.
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5.2.- MOTIVOS DE ESTUDIO.

Un total de 40 estudios se realizaron como parte de estudios familiares, lo que
supone el 21% de los pacientes diagnosticados. En el grafico 47 se muestra el nimero de
estudios familiares y no familiares en cada una de las hemoglobinopatias. La mayor proporcion
de estudios familiares la encontramos en la HbD, que en proporcién tiene un 33% de estudios
familiares debido al escaso numero de diagndsticos totales. EI mayor nimero de estudios

familiares en términos absolutos se hallé en la HbS.

Hemoglobinopatias: estudios familiares
100
90
80
70
N 60
50
40
30
20 |
10 .
0 R | e s
Doble
HbS HbC HbE HTZ HbD Otras
@ E. Familiar 32 3 2 1 2
& No Familiar 91 28 9 9 4 5

Grafico 47. Proporcidn de pacientes diagnosticado de hemoglobinopatia a partir de un
estudio familiar.

5.3.- DISTRIBUCION POR ANO DE DIAGNOSTICO.

Al igual que en el caso de las talasemias, existe un incremento en el nimero de

diagndsticos a partir de 2003 (grafico 48).
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Hemoglobinopatias por afio de diagndstico
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Grafico 48. Distribucion de las hemoglobinopatias por afio de diagnéstico.

5.4.- HEMOGLOBINOPATIA S.

La Hemoglobinopatia S fue la hemoglobinopatia estructural mas frecuentemente
diagnosticada en nuestro centro. Se diagnosticaron un total de 123 pacientes, 106

heterocigotos (HbAS) y 17 homocigotos (HbSS) (grafico 49).

Hb S: Estado mutacional

& Homocigoto

& Heterocigoto

Grafico 49. Proporcidn de pacientes homocigotos y heterocigotos en la Hemoglobinopatia S.

La mediana de edad de los pacientes con Hb S al diagndstico fue de 27 afos (0-57).
Estratificando por edad la mediana de edad al diagnostico de los pacientes con HbS
homocigota fue de 2 afios (rango 0-31), mientras que en el caso de los portadores

heterocigotos la mediana de edad fue de 28,5 (rango 0-57).
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En cuanto a la distribucién por géneros, del total de las HbS, 58 fueron mujeres y 65
hombres. En un elevado porcentaje de pacientes (38%) se desconocia el pais de origen (grafico
50). Unicamente uno de los pacientes diagnosticados era de origen espafiol, sin poder

averiguar sus origenes familiares por venir remitido de otro centro.

Pais de origen de pacientes con
Hemoglobinopatia-S

38%

—_—

& Desconocido
61%

i Espafa
1%
No Espafia

Grafico 50. Origen de los pacientes con Hemoglobinopatia S.

De los pacientes de origen no espafiol, los paises de donde procedian mas pacientes
fueron Nigeria (29 pacientes), Marruecos (12) y Guinea Ecuatorial (6) (grafico 51). La etnia
mayoritaria fue la negra, seguida de la amerindia, mientras que la etnia caucasica tan sélo

representd un 1% del total de los pacientes (grafico 52).
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Procedencia de pacientes.
Hemoglobinopatia S

DESCONOCIDO 347

NIGERIA 129
MARRUECOS 512
GUINEA ECUATORIAL |l 6
SENEGAL sl 5
ECUADOR bt 5
GUINEA |t 4
GHANA gt 3
COSTA DE MARFIL et 3
MALL bt 2
REP. DOMINICANA g 1
GAMBIA g 1
ESPANA g 1
CUBA M1
BRASIL a1
BOLIVIA g 1
ARGELIA g 1
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Grafico 51. Paises de procedencia de pacientes con HbS.

Etnia de los pacientes con
Hemoglobinopatia S
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Grafico 52. Etnia de pacientes con hemoglobinopatia S. Mas de la mitad de
pacientes era de etnia negra.
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A la mayoria de pacientes con HbSS (58,82%) se les realizé estudio genético de las

cadenas [3-globina, y un 17,64% fueron diagnosticados a partir de un estudio familiar.

5.5.- HEMOGLOBINOPATIA C.

En el periodo 2003-2013, se diagnosticaron un total de 31 hemoglobinopatia C,

de las cuales 28 fueron heterocigotos y 3 homocigotos (grafico 53).

Hb C: Estado mutacional
10%

& Homocigoto

i Heterocigoto

Grafico 53. Estado mutacional de los pacientes con hemoglobinopatia C.

La mediana de edad al diagndstico fue de 28,5 afos (0-56). Dos pacientes
homocigotos fueron diagnosticados a los 29 y 46 afios; en el tercero no se dispone de este

dato.
Como se ha expuesto anteriormente, ningun paciente con Hb C era procedente
de Espafia. En este caso, los origenes geograficos mas frecuentes fueron Marruecos, con un

32% de los casos, seguido de Ghana, de donde eran originarios un 6%

En cuanto a la etnia, también la mayoria de pacientes de los 31 diagnosticados

eran de etnia magrebi (20 pacientes); 6 eran de etnia negra y 4 amerindia (graficos 54 y 55).
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Procedencia de pacientes con
Hemoglobina C
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Grafico 54. Procedencia de los pacientes con hemoglobinopatia C

Etnia de los pacientes con
Hemoglobina C
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i Magrebi

Negra

i Indigena americano

Grafico 55. Etnia de pacientes con hemoglobinopatia C.

5.6.- OTRAS HEMOGLOBINOPATIAS MENOS FRECUENTES.

El resto de hemoglobinas diagnosticadas en el periodo 2003-2013 (grafico 56) se
exponen a continuacién:

e Estados dobles heterocigotos: 10
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e Hemoglobinopatia E: 11
e Hemoglobinopatia D: 6
e Hemoglobina O: 3

e HemoglobinaJ: 1 caso

e Hemoglobina Hisgashitochigi: 1 caso

Otras hemoglobinopatias

i Estados dobles heterocigotos
& Hemoglobina E
=~ Hemoglobina D

& Hemoglobina O

& Hemoglobina ]

& Hemoglobina Higashitochigi

Grafico 56. Pacientes portadores de hemoglobinopatias menos frecuentes.

Las medianas de edad al diagndstico de estas hemoglobinopatias menos frecuentes se

muestran en la tabla 33.

Tabla 33. Medianas edad de hemoglobinopatias poco frecuentes.

Dobles HTZ 23 2-58

17-66

En los graficos 57 y 58 se observan los paises de procedencia y etnias del resto de

hemoglobinas anémalas. En el caso de la Hb E, la mayoria (81,81%) fueron de origen espafiol.
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Todos los casos eran heterocigotos (HbAE) y sélo en uno de los sujetos se realizé el diagnéstico

como parte de un estudio familiar.

En el caso de los dobles heterocigotos el 100% eran extranjeros, de etnia negra y

arabe. Se identificaron diversas asociaciones: HbC asociada a [-talasemia (4 casos); HbC

asociada a a-talasemia (1 caso); HbC asociada a HbS (1 caso); HbS asociada a a-talasemia (2

casos); HbS asociada a 3-talasemia (2 casos).

Procedencia de resto de hemoglobinas

S P N W S U1 OO N 0 VO

anomalas
9
4 4
f i Espaia
2 2 i Otros paises
1 = Desconocido
0 0 0
-

Doble HTZ HemoglobinaD HemoglobinaO Hemoglobina E

Grafico 57. Pais de procedencia de las hemoglobinopatias menos frecuentes.
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Origen étnico de los pacientes con
Hemoglobinopatias poco frecuentes

12
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8
6 & Indigena americano
4 i Negra
Ve 4 Magrebi
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Dobles HTZ HbD HbE HbO u Desconocida

Grafico 58. Etnia de los pacientes con hemoglobinopatias menos frecuentes.

En cuanto a la etnia, en el caso de dobles heterocigotos se trata de pacientes no

caucdsicos, mientras que en la HbE, la mayoria son caucasicos.
Se identificd un paciente con Hb J y otro con Hb Higashitochigi, este uUltimo diagnosticado

mediante secuenciacion del gen 3. Ambos se trataban de pacientes de nacionalidad espafiola 'y

de etnia caucasica.

6.- ESTUDIOS DE INCIDENCIA.

A continuacidn pasamos a describir la distribucién de las diferentes patologias por
Areas de Salud. En las tablas 34 a 43 se muestran, junto con la poblacién media por area de
salud, la incidencia acumulada en 10 afios, la incidencia por cada 100.000 habitantes y afo, y la
prevalencia.

En todas las patologias se observa un predominio de diagndsticos dentro del Area I, lo
cual es mas acentuado en el caso de las hemoglobinopatias (un 43% de las mismas proceden
del area I) y sobre todo en las talasemias. De estas ultimas, un 61% fueron diagnosticadas en
el area |, dado que se realizé un cribado mediante la validacidn analitica de los hemogramas de

rutina.
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Tabla 34. Incidencia de Esferocitosis hereditaria.

Poblacion media | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
por area (10 anos) (/100.00 hab y afio)
250913 0,80 1/12500
_ 170308 1/25000
_ 59985 0,50 1/20000
_ 195869 1/40000

il ____

54523 0,37 1/28000

Desconoado

Tabla 35. Incidencia del déficit de GGPDH
Area salud Poblacion Incidencia Incidencia Prevalencia
media por area | acumulada (10 afios) | (/100.000hab y aﬁo)

282949 14 1/ 7000

73411 1/100000

252569 1/62500

98660 1/20000
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Tabla 36. Incidencia del déficit de PK

Poblacién Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
media por area (10 afos) (/100.00 hab y afio)

250913 0,16 1/62500
195869
54523

Tabla 37. Incidencia de a-talasemia en la Regién de Murcia
Poblaciéon | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
media por (10 afios) (/100.00 hab y aio)

drea

I 250013 32 28 1/7800
| __
I 170308 15 1/11300
v ——_
59985 3 1/20000
v ——_
195869 6 1/32600
——_
54523 1/54500
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Tabla 38. Incidencia de B-talasemia en la Region de Murcia
Poblacion | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
media por (10 anos) (/100.00 hab y afio)
area
250913 25,59 1/390

170308 1/10600

59985 1/60000

195869 1/1800

_——_
P sas23 1/10000

Desconoado

Tabla 39. Incidencia de &B-talasemia en la Region de Murcia
Poblaciéon | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia

media por (10 afios) (/100.00 hab y aiio)
area
250913 1/2750

170308 1/15000

59985

195869 1/19500

_—__

54523
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Tabla 40. Incidencia de hemoglobinopatias en total en la Region de Murcia
Poblacion | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
media por (10 anos) (/100.00 hab y afio)
drea
250913 1/3200

170308 1/28300

59985 1/5000

195869 1/13000

_——_
A 54523 1/54500

Desconoado

Tabla 41. Incidencia de Hemoglobina S heterocigota en la Regién de

Murcia.
A Poblacion | Incidencia Incidencia Prevalencia
media acumulada (10 | (/100.00 hab y
por drea | anos) afno)
[ 282949 1/70000

73411 1/9000

252569 1/23000

98660 0,3 1/32000

x| ___
1430187 93 067 1/15500
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Tabla 42. Incidencia de Hemoglobina SS en la Region de Murcia.
Poblacién | Incidencia Incidencia Prevalencia

media acumulada (10 | (/100.00 haby

por area | afos) ano)
_____
NI 282949
III-____
A 731 1/25000
_____
P 252569

Vil 98660 1/98000

x| ____
4017 16 011 1/90000

Tabla 43. Incidencia de Hemoglobina C heterocigota en la Regién de Murcia.

____
. 14301729 020 1/50000

Poblaciéon | Incidencia Incidencia Prevalencia
media acumulada (10 | (/100.00 haby
| | porarea i afo)
[ 282949 0,04 1/282000
73411 1/73000
____
252569 1/84000
VIII 98660 1/20000
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1.- OBJETIVO PRINCIPAL: ANALISIS DEL PERFIL
EPIDEMIOLOGICO Y BIOLOGICO DE LOS PACIENTES
DIAGNOSTICADOS DE ANEMIA HEMOLITICA
HEREDITARIA EN LA REGION DE MURCIA.

Nuestro objetivo principal consistia en conocer el perfil epidemioldgico y bioldgico de

los pacientes con anemia hemolitica hereditaria de la Region.

Los resultados muestran que existe mayor nimero de pacientes diagnosticados en el
segundo periodo estudiado, es decir, a partir de la implantacién del SIL. En cuanto a la
distribucidn, se observa que la proporcidn de talasemias con respecto al resto de patologias no
vario en el tiempo; sin embargo, si existid un incremento proporcional de diagndsticos de
hemoglobinopatias, mientras que en las esferocitosis y en el déficit de G6PDH hubo un
descenso proporcional, debido al importante aumento en el nimero de talasemias
diagnosticadas. De estos datos se puede extraer la conclusién de que la implantacién del SIL ha

favorecido la deteccién de pacientes con talasemia, no siendo asi en el resto de patologias.

En la distribucion global por patologias, la mas frecuentemente diagnosticada fue la B-
talasemia; en el grupo de los pacientes extranjeros sin embargo, la entidad mas frecuente
fueron las hemoglobinopatias, como se ilustra en la tabla 44.

Tabla 44. Anemias hereditarias en pacientes extranjeros.

Frecuencia Porcentaje
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En cuanto a los datos demograficos generales, la distribucién por género fue
balanceada. En el motivo de estudio, del total de los pacientes estudiados se identificaron
menos de un 5% de estudios familiares. Este dato se obtuvo de los informes de estudios de
anemia, en los que en muchas ocasiones, el campo aparecia vacio o no informado. En la
revisiéon de los datos, se constatd que existian numerosos pacientes que fueron estudiados de
manera consecutiva y con apellidos iguales, lo cual nos induce a pensar que probablemente
fuesen estudios familiares no registrados como tal. Por lo tanto, es posible que haya habido un

sesgo en la recepcidn de datos de los estudios de anemia.

La etnia predominante aparte de la caucasica fue la magrebi, seguida de la negra. Si
atendemos a los movimientos migratorios en nuestra Region por paises de procedencia
agrupados (tabla 45) también existe mayor flujo migratorio desde Africa que desde Centro y
Sudameérica, que seria la siguiente en frecuencia en cuanto a etnias. La etnia asidtica es la
menos representada, correspondiéndose con la procedencia menos frecuente de las reflejadas

en nuestro estudio.
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Tabla 45. Flujo de inmigracion procedente los del extranjero (paises con etnias arabe, negra,

latinoamericana y asiatica) a la Regién de Murcia.

PAIS/ANO 2008 2009 2010 2011 2012 2013
7097 4680 2719 2647 2144 2072
635 402 362 395 322 301
557 391 458 403 456 502
516 461 446 566 506 605
4119 3134 3035 2863 2348 2150
5380 2310 1330 1429 1114 1100

TOTAL

TIPO DE AHH/ANO

2008 2009 2010 2011 2012 2013

14 19 24 16 27 14
133 106 151 146 106 83
6 6 9 8 7 6

TOTAL

3 6 6 10 5 7

1.1.- ERITROENZIMOPATIAS: PERFIL EPIDEMIOLOGICO Y BIOLOGICO.

1.1.1.- DEFICIT DE PIRUVATOKINASA ERITROCITARIA: PERFIL EPIDEMIOLOGICO Y
BIOLOGICO.

En nuestro estudio, el déficit de PK fue la anemia hemolitica hereditaria con menor
numero de diagndsticos, tan solo 5 en los 18 afos. En algunas publicaciones se describe una
prevalencia de 51 casos por millén de habitantes [105], aunque Grace et al [106] estiman que
los casos publicados pueden ser inferiores a los reales. Este infradiagndstico seria debido a
varios factores. Por una parte a las muertes intradtero que se producen en los casos de
extrema gravedad, por otro lado el ser una patologia genéticamente compleja y que a veces
precisa de técnicas muy especificas moleculares de diagndstico y a que en muchas ocasiones
los pacientes con formas leves de la enfermedad no son estudiados, como probablemente

haya ocurrido en nuestro centro.
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La mediana de edad fue de 43 afos, lo cual concuerda con el hecho de que la hemdlisis
neonatal en estos pacientes es infrecuente; por el contrario lo normal es que se presente en
las primeras décadas de la vida o en la edad adulta [105,107]. Esto mismo también encaja con
los datos analiticos observados, es decir, el cursar con una anemia leve-moderada que en
ocasiones no permite realizar un diagndéstico adecuado [106]. La distribucion por género no
presentd diferencias significativas entre hombre y mujeres, ya que su herencia no esta ligada

al sexo.

Todos los pacientes diagnosticados en nuestro centro eran espafioles y de etnia
caucasica, aunque segun lo publicado, no parece haber predominio de esta patologia en la raza
blanca, al contrario, es mas prevalente entre la poblacion de descendencia africana (el 1% de
la poblaciéon blanca americana, mientras que en los americanos descendientes de africanos
llegaria hasta un 2,4%). No obstante, si se ha descrito en las dreas endémicas de paludismo

como es el area mediterranea[108].

Atendiendo a los valores analiticos, no se observd anemia severa ni formas
microciticas (son anemias normociticas) y el nivel de reticulocitos fue elevado en todos los
casos; estos datos se muestran en la tabla 19. Por otra parte, la actividad enzimatica fue muy
baja lo que en nuestros casos permitié el diagnéstico. Todo esto es concordante con los datos
reportados por Zanella et al[109], que mostraron que el nivel de actividad enzimatica no se

correlaciona con el grado de anemia o de hemdlisis.

En cuanto al afo de diagndstico, llama la atencidn que antes del afio 2008 no se
hubiera diagnosticado ningun déficit de PK. Hay que destacar que las muestras con
reticulocitos elevados pueden obtener resultados falsos negativos debido a que la actividad PK
aumenta con la juventud eritrocitaria [107]. Nos planteamos por tanto que estemos
infradiagnosticando esta entidad, o bien que este tipo de pacientes no fuesen derivados al

hematdlogo en periodos previos, con menos recursos tanto econémicos como humanos.

En nuestra Area de Salud se ha identificado 1 caso por cada 62.700 habitantes. En
Espafia se estima que 1 de cada 20.000 habitantes (0,005%) serian portadores del déficit de PK
[72]. En toda la region se evidencia una incidencia 0,03 casos/100.000 habitantes y afio.
Atendiendo a esta frecuencia, en nuestro medio se oberva una prevalencia inferior, aunque no

alcanza una diferencia estadisticamente significativa, por lo que podemos concluir que el
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déficit de PK tiene una prevalencia en nuestra Regidon dentro de lo esperable para nuestro

medio (tabla 46).

Tabla 46. Incidencia del déficit de PK en nuestro medio y comparaciéon con literatura
literatura (*Prueba exacta de Fischer).

AREAS Poblacion Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
media por area (10 anos) (/100.00 hab y afio)

B 250913 0,16 1/62500 0,318
I 282048 1 0,04 1/282000  0,1277
N 170308 0 0,00 0 0,1051
73410 0 0,00 0 0,2141
59985 0 0,00 0 0,25
252569 0 0,00 0 0,0734
Vil 195869 0 0,00 0 0,0926
98659 0 0,00 0 0,1686
54523 0 0,00 0 0,2684
JETAL 1439187 5 0,03 1/288000  0,0795

REGION

1.1.2.- DEFICIT DE GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENASA: PERFIL
EPIDEMIOLOGICO Y BIOLOGICO.

La mediana de edad fue de 22 afios. Presentd mayor proporcion de hombres que de
mujeres sin llegar a la significacion estadistica (p=0,050 en el limite de significacion), lo cual es
esperable ya que se trata de una patologia ligada al cromosoma X y afecta preferentemente a

varones hemicigotos [103].

Las etnias predominantes fueron la caucdsica seguida de la magrebi, con un 30% del
total de los pacientes diagnosticados. Menos frecuente fue la etnia asiatica y amerindia, y no
se identificd en ningln paciente de raza negra. Esto Ultimo no concuerda con la literatura
consultada a este respecto, que describe esta patologia especialmente frecuente en la raza
negra [14]. De hecho, en los estudios de cribado neonatal de Mafiu-Pereira et al [35] en
Catalufia en el que se realiza el cribado sélo sobre poblacion de riesgo (recién nacidos con uno
0 ambos progenitores nacidos en Africa, Asia o América Central o Sudamérica), la mayoria de
pacientes diagnosticados (un total de 14) procedian de Africa subsahariana, siendo menor el
nimero de pacientes procedentes del norte de Africa, tan sélo 2 pacientes, al contrario de los

resultados obtenidos en nuestro centro.

171



DISCUSION

A este respecto, hay que destacar que el presente estudio se ha realizado de manera
retrospectiva, a diferencia de los trabajos consultados [35,106] y en un contexto de estudios
de anemias hemoliticas general en el que la mayoria de pacientes vienen remitidos con escasa
informacién clinica, por lo que es muy posible que en nuestro caso esta patologia esté
infradiagnosticada, mas aun en pacientes de raza negra en los que se sospecha principalmente

una hemoglobinopatia como primera causa de crisis hemolitica.

Los paises de los que procedian los pacientes de nuestro centro fueron Marruecos y
China, aunque en mas del 20% de los pacientes no se pudo identificar el pais de procedencia.
Los datos analiticos mas relevantes consistieron en una anemia normocitica con un elevado
porcentaje de reticulocitos, lo cual nos indica que en nuestros pacientes el diagndstico se
realizé en el contexto de un episodio hemolitico, lo que vuelve a poner de relieve que
probablemente estemos infradiagnosticando esta patologia que, fuera de las crisis hemoliticas
es asintomatica como bien describe Vives-Corrons [14]. Por otra parte, también Vives-Corrons
apunta que el estudio de los pacientes en el momento de las crisis hemoliticas puede obtener
resultados falsamente normales debido a la mayor cantidad de enzima presente en los
reticulocitos [103]; por este motivo, también es posible que hayamos tenido resultados falsos
negativos; para evitar este sesgo, cuando hay alta sospecha clinica se repite la determinacién
enzimadtica una vez pasado el episodio hemolitico. Un 21% de los estudios fueron realizados en

el marco de un estudio familiar.

En el presente estudio, se diagnosticaron una media de 4,36 casos por afio. Curiosamente, en
los afios 2004 y 2005 no se reportd ningun caso de enzimopatia en nuestra Regién, hecho para
el cual no hemos encontrado explicacién. La incidencia estimada con nuestros datos en el drea
| es de 0,56 casos por cada 100.000 habitantes y aio. Si valoramos todas las areas, resulta una
incidencia acumulada de 0,30/100000 hab/afio. Los diferentes estudios de prevalencia de
déficit de G6PD en Espaiia ofrecen una prevalencia entre el 0,32 y el 1,10% en las diferentes

zonas de Espafia y del 0,48% en la Region de Murcia [113].

Por otra parte, en poblaciones de alto riesgo arrojan unas tasas de prevalencia en
torno a 1/400 individuos [35,106]. Al comparar esta prevalencia con la obtenida en nuestro
medio, en este caso si que observamos diferencias significativas (tabla 46) en todas las Areas

de Salud (tabla 47).
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Tabla 47. Incidencia del déficit de G6PDH en nuestro medio y comparacion con literatura
(*Prueba exacta de Fischer).

media por area | acumulada (10 afios) |(/100.000hab y afio)

— 250913 14 0,56 1/18000  0,0237
“ 282949 4 0,14 1/7000  0,0071
“ 170309 8 0,47 1/21000  0,0209
73411 1 0,14 1/100000  0,0108
59986 0 0,00 0 0,0066
252569 4 0,16 1/62500  0,0079
VI 195869 4 0,20 1/50000  0,0102
98660 5 0,51 1/20000 0,024
54523 2 0,37 1/28000  0,0217
TOTAL 1439187 43 0,30 1/33000  0,0122

REGION

Podemos concluir que la prevalencia es estadisticamente inferior a la esperada en
relacién a otras regiones de nuestro entorno. Este hecho se puede deber a que la prevalencia
se realmente inferior o bien, es mas probable, de acuerdo a lo comunicado en otros casos [35,
103], que sea una patologia infradiagnosticada en nuestro medio, unido al caracter
retrospectivo de nuestro estudio. Este hecho se puede deber a que sdlo diagnosticamos los
casos que nos remiten y que han desarrollado un cuadro de anemia hemolitica mientras que

los casos que no desarrollan hemdlisis o ésta es leve no se diagnostican.

1.2.- MEMBRANOPATIAS.

1.2.1.- ESFEROCITOSIS HEREDITARIA.

En este grupo de patologias, la Unica detectada en nuestro centro fue la esferocitosis

hereditaria. La distribucién por géneros fue balanceada.

Segln la bibliografia consultada [6,14] esta entidad es muy frecuente en la raza
blanca. En nuestros resultados un 84% de los pacientes estudiados eran caucasicos; la
siguiente etnia en frecuencia fue la latinoamericana, con un 11% del total de los pacientes con
esferocitosis. S6lo un 3% eran arabes y no se identificd ningln paciente de raza negra ni
asiatica; todo esto esta en consonancia con lo descrito por Gallagher [8] en cuanto a que

parece que la frecuencia de esta entidad es baja en africanos y en paises del sudeste asiatico.
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Los paises de origen no se pudieron identificar salvo en 2 pacientes, que procedian de

Marruecos y uno de Ecuador.

En cuanto a los parametros hematimétricos, los pacientes diagnosticados
presentaban una CHCM aumentada y un porcentaje de Reticulocitos elevado, aunque con una
desviacidn tipica muy alta; ambos datos coinciden con lo referido por Da Costa et al [110] en
que los valores de CHCM en estos pacientes son superiores a 36 g/dL, y por King et al [111] en
cuanto a que la presencia de reticulocitosis no es preceptivo para el diagndstico puesto que
depende del grado de severidad, ademas de que algunos pacientes presentan hemdlisis
intermitente.

Es llamativo que sélo se realizase un estudio familiar, cuando es una patologia con tan
elevada prevalencia en nuestra area geografica y ademas en el 80% de los casos se hereda de

forma autosémica dominante.

La incidencia en nuestro centro fue de 0,80 casos por cada 100.000 habitantes y ano.
Esto supone 1 caso por cada 12500 habitantes en el Area I. Atendiendo a los datos publicadois
de prevalencia de la EH de 1 caso cada 2000 habitantes [14], no hemos encontrado diferencias
significativas salvo en el caso del Area Il, lo cual hemos atribuido a que en dicha Area no se

derivan los estudios que no tengan repercusion clinica (tabla 48).

Tabla 48. Incidencia de la EH en nuestro medio y comparacion con literatura literatura

(*Prueba exacta de Fischer).

Poblacion media | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
por drea (10 anos) (/100.00 hab y afio)

e 250913 0,80 1/12500  0,1536
I 282048 1 0,04 1/330000 0,014
[ 170308 7 0,41 1/25000  0,0892
73410 2 0,27 1/37000  0,0775
59985 3 0,50 1/20000 0,123
252569 7 0,28 1/37000  0,0612
195869 5 0,26 1/40000  0,0591
98659 4 0,41 1/25000  0,0955
54523 2 0,37 1/28000  0,1024
;

TOTAL 1439187 57 0,40 1/25000  0,0774

REGION
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Segln estos resultados, podemos concluir que no hallamos diferencias entre las
frecuencias obtenidas en nuestra poblacion y las esperadas [14].

1.3.- TALASEMIAS: PERFIL EPIDEMIOLOGICO Y BIOLOGICO.

Las talasemias fueron el grupo con mayor nimero de diagndsticos de nuestro estudio,
representando el 81% del total de los pacientes. Esto es congruente con los estudios
publicados por Weatherall et al [16, 36] acerca de la distribucién mundial de las talasemias,
gue son mas prevalentes en las zonas endémicas para la malaria como es el area
mediterranea. A pesar de esto, dentro de Espafa hay una distribucién muy irregular [25, 27]
variando de unas Comunidades o Regiones a otras aunque los estudios realizados son muy

heterogéneos.

1.3.1.- a -TALASEMIA.

El nUmero de diagndsticos efectuados de a-talasemia fue inferior al de 3 y 63-talasemias
y, a pesar de que en la literatura se describe mayor prevalencia de a que de P-talasemias
cuando se realizan estudios moleculares [24], en nuetro caso la cifra es inferior a la de los
mencionados estudios ya que sdlo se realizaron a los pacientes con alteraciones analiticas,

siguiendo lo establecido en nuestro protocolo.

La mediana de edad del diagnéstico es notablemente inferior al resto de talasemias,
debido a que el programa de cribado mediante la validaciéon de hemogramas de rutina se inicid
en 2003, cuando todavia no se disponia en nuestro centro de técnicas moleculares para el
diagnodstico de a-talasemias y el estudio de o-talasemia se realizaba sélo a demanda del

clinico, en la mayoria de ocasiones pacientes pediatricos.

En la distribucidn por etnias y paises de procedencia se observé un nimero similar en
pacientes arabes, negros y asiaticos, lo que concuerda con los datos publicados por Weatherall
et al [36] con respecto a la distribucién global de las a-talasemias, distribuidas en las areas de

Africa, Oriente Medio y sudeste asiatico, ademas de la cuenca del mediterraneo.

A partir del afio 2007, coincidiendo con el inicio de los estudios moleculares, se
experimentd un incremento en el nimero de diagndsticos debido a la implantacion en el
protocolo de estudio de anemias hereditarias los criretos para la realizacién de las técnicas

moleculares. El nimero de diagndsticos se ha estabilizado en los ultimos afios.
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En cuanto a la prevalencia detectada en nuestro medio, podemos observar que ésta
resulta estadisticamente inferior a la descrita para otras zonas de nuestro entorno [18-20]
(tabla 49) en la que aproximadamente la prevalencia media es de 1 caso cada 67 (1,5 %). Este
hallazgo lo podemos explicar, mds que aduciendo a una prevalencia inferior en nuestro medio,
a que resulta una entidad que ha sido infradiagnosticada durante el periodo de tiempo de
nuestro estudio. Este hecho no ha supuesto grandes problemas o complicaciones salvo por 3
casos de pacientes con hemoglobinopatia H que se diagnosticaron sin dificultad. Hay que tener
en cuenta que la prevalencia referenciada en la literatura se ha realizado a través de estudios
poblacionales realizados mediante analisis moleculares, mientras que nuestro estudio no es ha
sido realizado con estos fines sino con fines diagndsticos en estudios dirigidos. Ademas en
nuestra Region disponemos de los andlisis moleculares desde el afio 2007, como se ha
expuesto en la seccién de pacientes y métodos, por lo que el periodo anterior no es valorable

en este respecto.

Tabla 49. Incidencia de a-talasemia en la Regiéon de Murcia y comparacién con literatura
(*Prueba exacta de Fischer).

- Poblacion | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
media por (10 afios) (/100.00 hab y afio)
area
I 250013 32 1,28 1/7800 0,0088
D 282948 9 0,32 1/30000  0,0024
I 170308 15 0,88 1/11300  0,0004
73410 2 0,27 1/36700  0,0009
59985 3 0,50 1/20000  0,0011
252569 25 0,99 1/10100  0,0003
195869 6 0,31 1/32600  0,0003
98659 10 1,01 1/9800 0,0007
54523 1 0,18 1/54500  0,0012
Total 1439187 103 0,72 1/14000  0,0048

region

En cuanto a los pardmetros hematimétricos, hemos observado que existen diferencias
significativas entre los pacientes con o’ frente a los o+ talasemia en el grado de microcitosis y

cantidad de HCM asi como la CHCM. Datos similares fueron observados por Villegas et al [112].
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1.3.2.- BETA-TALASEMIA Y DELTA-BETA TALASEMIA.

Los casos de B-talasemia y &B-talasemia se diagsnoticaron con un rango de edad muy
amplio (de 0 a 92 afios) debido a que en el programa de deteccién durante la validacion de los

hemogramas de rutina no se tuvo en cuenta la edad.

La etnia mas frecuentemente detectada, aparte de la caucasica, fue la arabe (7%)
seguida de la indigena americana (3%) mientras que la raza negra fue tan solo resultd ser del
1%. En el estudio realizado por Calvo-Villas en Lanzarote [34] no se hallaron B-talasemias en
los pacientes de etnia indigena americana; tan solo se identificaron en las razas caucasica y
magrebi. Esta discrepancia probablemente sea debido a que el periodo de estudio fue menor
gue en nuestro caso, en el que tuvimos tan solo 5 pacientes negros en los 10 aifos analizados.

Al desglosar por paises, el pais de donde procedian mas pacientes con [-talasemia

después de Espaia fue Marruecos, en concordancia con el analisis por etnias.

Por otra parte, en el caso de las dp3-talasemias el 96% eran de etnia caucasica y tan solo
el 3% de etnia indigena americana. Esto viene a corroborar lo que ya se ha publicado en
diversos estudios sobre la mayor prevalencia en el drea mediterranea que en el resto del

mundo, aunque sin poder estimar muy bien la frecuencia [36].

Las P-talasemias y Op-talasemias han sido las patologias con mayor numero de
diagnodsticos en nuestro hospital, ademas de ser las que mayor incremento en nimero de
pacientes diagnosticados han experimentado tras la implantacion del SIL, triplicando su
namero en el segundo periodo con respecto al primero. Se observa un aumento en la
incidencia de casos diagnosticados en el periodo 2003-2004 durante los primeros anos de
informatizacidon de los sistemas, debido al inicio del programa de deteccidn de talasemia
durante el proceso de validacion facultativa. En los afios posteriores existe mayor nimero de
diagndsticos que en los previos a la instauracidén del SIL (grafico 27). No hemos encontrado,
revisando la literatura, un estudio que relacione la implantacién de un sistema informatizado

de laboratorio con el incremento en el nUmero de detecciones de anemias hereditarias.

Dado que en los afios posteriores existe mayor niumero de diagndsticos que en los

previos a la instauracion del SIL, se puede concluir que la implantacion del SIL favorecio el

diagndstico de los pacientes con B-talasemia de nuestra drea de salud.
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La mediana de edad de las o y las B-talasemias fue de 32 afios. Este aumento de la
edad con respecto a los pacientes con a-talasemia se justifica por varios motivos: por una
parte, desde el afio 2003 se realizan EFHB a pacientes con microcitosis afiosos, ya que el
protocolo de despistaje de AHH no tiene edad de corte. Por otra parte, también tiene relacién
con que el numero de pacientes diagnosticados de o-talasemia lo son a partir de estudios

familiares, por tanto son dirigidos, y muchos de ellos por pediatria.

En lo referente a los datos analiticos, al comparar los pardmetros hematimétricos de las
Opf con las B-talasemias, vemos que nuestros datos son equiparables a los de Velasco-
Rodriguez[113] y existen diferencias significativas en cuanto al ADE que permiten diferenciar

las 5P-talasemias de las B-talasemias.

En nuestra base de datos de pacentes con 3 y 5p-talasemia existe un nimero muy bajo
de estudios familiares. Posiblemente haya sesgo en la resefia de datos en la recepciéon del

estudio de anemia.

Como ya apuntaba De Las Heras Fldrez [32], la baja cantidad de estudios familiares nos
lleva a plantear la importancia de ampliar el estudio familiar teniendo en cuenta la elevada

incidencia que se observa de portadores de rasgo talasémico en nuestra region.

En cuanto a la prevalencia de las B-talasemias en nuestra Regién (tabla 50), no
encontramos diferencias significativas respecto a la literatura consultada que establece una
prevalencia media de 1/250 (0,4 %) [25] en las Areas |, VI, VIl y VIII. En el resto de Areas si
detectamos diferencias significativas, con un nimero de casos inferior diagnosticados, asi

como en la poblacién total de la Region.
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Tabla 50. Incidencia de B-talasemia en la Regidon de Murcia y comparacién con literatura
(*Prueba exacta de Fischer).

Poblacion Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
media por area (10 anos) (/100.00 hab y afio)

P 250913 25,59 1/390 0,63
D 282948 13 0,46 1/21800 0,02
I 170308 16 0,94 1/10600 0,04
73410 5 0,68 1/14600 0,032
59985 1 0,17 1/60000  0,0132
252569 169 6,69 1/1500  0,2359
viI 195869 106 5,41 1/1800 01962
98659 39 3,95 1/2500 0,15
54523 5 0,92 1/10000 0,042
1
Total 1439187 1007 0,72 1/1400  0,0244

region

En el caso de las dfB-talasemias (tabla 51), no se observan diferencias respecto a la
literatura consultada que establece una prevalencia media de 1/1111 (0,09%) [24] en las areas

[, 1, VI, VIl y VIII, ni tampoco en la poblacion total de la Region.

Tabla 51. Incidencia de 6B-talasemia en la Regién de Murcia y comparacion con literatura
(*Prueba exacta de Fischer).

Poblacion media | Incidencia acumulada Incidencia Prevalencia
por area (10 anos) (/100.00 hab y afio)

B 250913 3,63 1/2750 0,334
o 282948 3 0,11 1/9400 0,015
[ | 170308 11 0,65 1/15000 0,075
73410 0 0,00 0 0,015
59985 0 0,00 0 0,0182
252569 22 0,87 1/11500 0,096
Vii 195869 10 0,51 1/19500 0,06
98659 6 0,61 1/16500 0,075
54523 0 0,00 0 0,02
Total 1439187 143 0,99 1/10000 0,105

region

Podemos concluir con estos datos que el despistaje de talasemias durante la validacion
analitica ha sido util para detectar las talasemias en nuestra Area de Salud, y que no todos los
centros realizan un diagndstico de certeza en este grupo de patologias. Este hecho es muy

relevante no por las consecuencias clinicas para el paciente con una talasemia minor, sino por
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el consejo familiar y genético que podemos ofrecer a este grupo de poblacién de tan elevada

prevalencia en nuestra region y para minimizar la aparicién de 3-talasemias mayor.

1.3.3.- PERSISTENCIA HEREDITARIA DE HEMOGLOBINA FETAL.

En esta condicidn, la distribucién por género mostré mayor proporcién de varones que
no se explica por el tipo de herencia, ya que es similar a la del resto de talasemias; tampoco

hemos encontrado publicaciones que hagan referencia a este dato.

La etnia fue caucdsica para todos los pacientes salvo uno, que era negro y de origen
senegalés. Aunque la PHHF pancelular es predominante en la raza negra [87], la PHHF también
se observa en individuos de dicha etnia, y de hecho este sujeto fue diagnosticado de PHHF
heterocelular, al igual que el resto de pacientes. Llama la atencidon que durante los afios de
implantacion del SIL no se realizd ningun diagndstico de PHHF, para lo cual no hemos

encontrado una explicacién.

1.4.- HEMOGLOBINOPATIAS ESTRUCTURALES: PERFIL EPIDEMIOLOGICO Y
BIOLOGICO.

1.4.1.- HEMOGLOBINOPATIA S Y HEMOGLOBINOPATIA C.

Al igual que hemos descrito que ocurria con las B-talasemias, en el segundo periodo
estudiado (2003-2013) se han diagnosticado unas 9 veces mas hemoglobinopatias que en el
primer periodo. La hemoglobinopatia mas frecuente diagnosticada fue la HbS seguida de la
HbC.

La mediana de edad fue menor que en el caso de las talasemias; este hecho se ha
atribuido a que en el caso de las B-talasemias la mediana de edad aumenté con el cribado

durante la validacion analitica.

Cabe destacar que este grupo de patologias, como es logico dada su epidemiologia,
es el Unico de todos en el que la mayoria de pacientes eran extranjeros, y en consecuencia las
etnias también fueron diferentes a la caucasica: la mayoria de pacientes eran de raza negra,
seguida de la arabe y la latinoamericana. Esto concuerda con la distribucién geogréfica de la
HbS y la HbC descrita en la bibliografia consultada [73], ya que estas 2 entidades fueron las

mas frecuentes en nuestro estudio.
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Sélo hemos encontrado un estudio de De las Heras-Flérez [32] en el que, al contrario
qgue en el nuestro, las HbAS halladas fueron en su mayoria de pacientes espafioles. Ellos ya
apuntaban que no es lo detectado en el resto de Espafia y lo atribuyeron al origen de los
habitantes del archipiélago y su relacién con Africa, por la gran cantidad de individuos

africanos que llegaron a las Islas como esclavos en los siglos XVI y XVII.

Resulta interesante que en el desglose por etnias de nuevo se objetiva lo ya descrito en
la literatura [114] y la HbS se observa con mas frecuencia en sujetos de raza negra mientras

que la HbC predomina entre la raza arabe.

Es llamativo que exista un numero tan elevado de diagndsticos de HbS heterocigota
cuando clinicamente se trata de pacientes asintomaticos, y que tan solo un 26% de los
pacientes fueran diagnosticados a partir de un estudio familiar. Probablemente esto se deba a
gue en la recogida de datos, en muchos de los estudios no se reflejaba si el motivo del estudio
era por un estudio familiar y se trate por tanto de un sesgo de informacién en nuestro estudio.

Lo mismo se puede decir de la HbC.

En el caso de la HbC, la mediana de edad al diagndstico fue de 28,5 afios con un rango
de 0-56 y se identificaron 3 pacientes homocigotos. En este caso, al contrario que con la HbS,
el estado homocigoto no supone un adelanto en la edad del diagndstico dado que estos
pacientes no presentan apenas manifestaciones clinicas ni analiticas relacionadas con la
hemoglobinopatia. Nuestros datos coinciden con Ia literatura al respecto en cuanto a que esta

entidad predomina en sujetos del norte de Africa [114].

En cuanto a la incidencia de hemoglobinopatias estructurales en nuetra Regidn, existe
una clara diferencia estadisticamente significativa respecto a la frecuencia observada en
diversos programas de cribado, cuya prevalencia es de 5,57-7,7 casos cada 1000 individuos

[18-20].
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Tabla 52. Incidencia de hemoglobinopatias en total en la Regiéon de Murcia y comparacion

con literatura (*Prueba exacta de Fischer).

- Poblacién Incidencia
media acumulada (10
por area afos)
P 250913 78
R 282948 8
I 170308 6
73410 16
59985 12
252569 16
VI 195869 15

98659 11
54523 1
17

Total 1439187 180

region

Incidencia
(/100.00 hab y

ano)
3,11
0,28
0,35
2,18
2,00
0,63
0,77
1,11
0,18

1,25

Prevalencia

1/3200
1/35000
1/28300

1/4500

1/5000
1/15000
1/13000

1/9000
1/54500

1/8000

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

<0,0001

Respecto a la incidencia de portadores de rasgo drepanocitico en nuestra Regién (tabla

53), comprobamos un prevalencia inferior a la referenciada en diversos programas de cribado,

cuya prevalencia es de 1/259 [18] y 1/198 [20].

Cuando analizamos los casos de drepanocitosis diagnosticados (tabla 54), la tendencia

es a tener un menor nimero de casos, aunque en nuestra Area y en el global de la Regién, no

llegan a observarse diferencias estadisticamente significativas respecto a la frecuencia

esperada descrita en la literatura: 1/7316 [18] y 1/3365 [20].
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Tabla 53. Incidencia de hemoglobinopatia S heterocigota en la Region de Murcia y
comparacion con la literatura (*Prueba exacta de Fischer).

- Poblacion Incidencia Incidencia Prevalencia
media por | acumulada (10 afios) | (/100.00 hab y afio)
area
P 250013 43 1,71 1/5800 0,04
T 282949 4 0,14 1/70000 0,039
P 170309 5 0,29 1/34000 0,009
73411 8 1,01 1/9000 0,031
59986 11 1,83 1/5500 0,05
252569 11 0,44 1/23000 0,012
v 195869 8 0,4 1/25000 0,012
98660 3 0,3 1/32000 0,01
54523 0 0 0 0,004
Total 1439187 93 0,67 1/15500 0,016

region

Tabla 54. Incidencia de hemoglobinopatia S homocigota en la Region de Murcia y
comparacion con la literatura (*Prueba exacta de Fischer).

- Poblacién Incidencia Incidencia Prevalencia
media por | acumulada (10 afios) | (/100.00 hab y afio)
area
P 250013 9 0,41 1/28000 0,25
D 282949 0 0 0 0,025
P 170309 0 0 0 0,04
73411 3 0,10 1/25000 0,31
59986 0 0 0 0,108
252569 0 0 0 0,028
195869 2 0,10 1/98000 0,104
98660 1 0,10 1/98000 0,13
54523 1 0,18 1/54500 0,22
Total 1439187 16 0,11 1/90000 0,082

region

Finalmente, para los casoso de hemoglobinopatia C heteroicigota (tabla 55), se
observa un numero inferior de casos estadisticamente significativo respecto a la frecuencia

esperada descrita en la literatura: 1/1430 [18] y 1/3365 [20].
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Tabla 55. Incidencia de hemoglobinopatia C heterocigota en la Region de Murcia y
comparacion con la literatura (*Prueba exacta de Fischer).

- Poblacion Incidencia Incidencia Prevalencia
media por | acumulada (10 afios) | (/100.00 hab y afio)
area
P 250913 13 0,52 1/19000 0,075
D 282949 1 0,04 1/282000 0,01
P 170309 1 0,06 1/170000 0,016
73411 1 0,14 1/73000 0,04
59986 1 0,17 1/60000 0,04
252569 3 0,12 1/84000 0,022
Vil 195869 4 0,20 1/49000 0,035
98660 5 0,51 1/20000 0,082
54523 0 0,00 1/54500 0,025
Total 1439187 29 0,20 1/50000 0,03

region

1.4.2.- OTRAS HEMOGLOBINOPATIAS MENOS FRECUENTES

La Hb E se diagnosticé en 11 pacientes , la mayoria (81,8%) de origen espafiol. Todos
los casos eran heterocigotos (HbAE) y sélo en uno de los sujetos se realizé el diagndstico como
parte de un estudio familiar. Llama la atencién que no existe ningln paciente de etnia asiatica

entre la Hb E, ya que es endémica en los paises asiaticos [80].

En cuanto a los estados dobles heterocigotos, la asociacion mas frecuente observada
fue la HbC/B-talasemia (4 casos). No hemos encontrado datos en la literatura acerca de la
frecuencia de esta asociacion. También se identificd un caso de HbC/a-talasemia. Este dato es

inferior al publicado por Velasco et al [115].

Sélo se han identificado 2 pacientes con HbS/a-talasemia y 2 con HbS/B-talasemia. El
total de pacientes con HbS en los que se estudid el perfil molecular de la cadena a-globina fue
de 18, por lo que la frecuencia de la asociacion en nuestra serie fue de un 11,11%. Otros
autores han hallado unas frecuencias de hasta el 54,2% [116]. Las diferencias en las
frecuencias de asociacién en los pacientes dobles heterocigotos se deben a la metodologia

empleada, ya que en nuestro caso la gran mayoria de pacientes con hemoglobinopatia no se
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les realizd estudio de cadenas a-globina, con lo que puede estar infradiagnosticadas en

nuestro centro.

Por ultimo, en el periodo del estudio se identificd un paciente con Hb Higashitochigi
(Hb HT), un tipo de Hb inestable. Esta Hb fue descrita por primera vez por Fujisawa en un
paciente de origen japonés [117] nacido en noviembre de 1990. El paciente de nuestro centro
era de origen espafiol y etnia caucasica, y curiosamente nacié antes que el caso indice, en

Enero de 1990.

2.- OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.1.- DESCRIPCION DE LAS ALTERACIONES MOLECULARES EN LAS TALASEMIAS EN
LA REGION DE MURCIA.

Como objetivo secundario nos planteamos describir eL perfil molecular de las
talasemias en nuestra Regidn, algo no descrito hasta el momento. El estudio molecular no se
realizé de rutina a nuestros pacientes sino que se realizé a aquellos que cumplian los criterios

establecidos en nuestro protocolo.

2.1.1.- ALTERACIONES MOLECULARES EN LAS QL.-TALASEMIAS

El perfil molecular de nuestros pacientes fue el siguiente:

La mutacién mas frecuentemente detectada fue la delecidn a-3,7 que representd el 85%
de los casos en nuestra serie. La siguiente en frecuencia fueron deleciones de los 2 genes de
a-globina (en nuestro caso la delecion —SEA), con una frecuencia del 3,88%. Una minoria de
pacientes resultaron portadores de o-talasemia no deleciéon. Con respecto a los estudios
publicados, nuestros datos se asemejan a los publicados por Villegas et al de 1998 [63], que
identificd un 86% de pacientes con delecion a-3,7, y un 1,7% de a-talasemia no delecién. En el
estudio de Villegas et al [63] se identific6 un mayor nimero de deleciones amplias,

probablemente debido a que se trata de un centro de referencia para trastornos de la

185



DISCUSION

hemoglobina y reciben mayor nimero de casos. En cuanto al resto de publicaciones [60,62],
los datos de la delecidn a-3,7 son similares, y el porcentaje de mutaciones diferentes a la a-
3,7 fue menor que en nuestro centro, asi como las formas no delecionales. Este dato puede
ser debido al menor nimero de casos estudiados en ambos, 30 en el caso de la Comunidad

Valenciana [60] y 32 en Barcelona [62] (tabla 56).

En un estudio publicado en 2011 por Bricefio et al [68], realizado en el Hospital Clinico
San Carlos, que actia como centro de referencia nacional para este tipo de estudios, las
frecuencias de las formas no delecionales son superiores a las observadas por nosotros,

representando mds del 6,9% de las a-talasemias.

Tabla 56. Comparacion de las alteraciones moleculares en a talasemia en diferentes provincias.

Pérez-Sirvent et | Remacha et al | Villegas et al | HCUVA

al. C. Valenciana Barcelona Madrid Murcia

[60] [62] [63]

I R
Delecién a-3,7 19 (64%) 28 (84,84%) 910 (86,09%) 88 (85,43%)

Deleciones 0 113 (10,69%) 6 (5,82%)

Alteracion

molecular

amplias

T S
IVS1(-5nt) 18 (1,70%) 3(2,91%)

POLYA - 1(0,97%)

En cuanto a la relacion entre alteraciones moleculares y grupos étnicos, la bibliografia
consultada concuerda con nuestros resultados en cuanto a que, a nivel mundial, las
mutaciones mas frecuentes en el adrea del mediterraneo son la a-3,7 y de las no delecidn, la
IVS1(-5nt) mientras que la delecion —SEA es la mas comun en los pacientes de raza asiatica
[118]. En nuestro centro, la delecidn —SEA fue hallada en 3 pacientes de origen asidtico, de
acuerdo a lo descrito por Harteveld a nivel global y por Villegas en la poblacidn espafiola
[112,118] y que se realizaron como parte de un estudio familiar; del cuarto paciente no pudo

identificarse el pais de procedencia ni la etnia.
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En el caso de las a-talasemia no delecidn, las frecuencias oscilan entre el 0 y el 7,7% en
los diferentes estudios (de diferentes regiones) [60,62,68,112]. Segun las fuentes consultadas,
la prevalencia de a-talasemia puede llegar a ser superior a la de B-talasemia cuando se aplican

técnicas moleculares [24,39,119].

2.1.2.- ALTERACIONES MOLECULARES EN LAS B-TALASEMIAS

De los 139 estudios moleculares de las cadenas B de globina, en el 82% se identificd

alguna alteracidn. El 54% de las mutaciones correspondian a hemoglobinopatias (HbS y HbC).

En un 46% de los estudios se identificaron mutaciones causantes de [B-talasemia (64
pacientes). La mas frecuente en nuestro centro fue la del CD39 [C>T], que se detectd en el
32,7% de los pacientes estudiados, seguida a gran distancia por IVS-2nt745 [C>G] y CD6 [-A]
con un 14,5% de casos cada una. Las siguientes en frecuencia fueron la IVS1.6 [T>C] hallada en
un 12,7% de los pacientes, el CD8/9 [+G] e IVS—1nt1, que se identificaron en un 9,1% y un 7,3%
respectivamente. Menos frecuentes resultaron las mutaciones 1VS 2.1 (5,5% de casos) y el CD5
[-CT] (3,6%), que fue descrito por Ropero et al [58] por primera vez en Espafia con

posterioridad a estas publicaciones.

Como puede observarse en la tabla 57, al comparar con el resto de estudios realizados
en las diferentes regiones de Espafia, se observa heterogeneidad en cuanto a las frecuencias
segln la zona estudiada: en el area del litoral mediterrdneo (Barcelona, Valencia, Granada y
Baleares), la mutacion hallada con mas frecuencia fue la del CD39 [31,49,52,60], lo cual esta en

consonancia con los datos que aportamos acerca de la Regién de Murcia.

En las zonas del centro de la peninsula la mutacién mas frecuente fue la IVS1.1, aunque
seguida de cerca por el CD39[54]. Por el contrario, en las zonas del litoral la incidencia de

IVS1.1 fue de las menos detectadas, al igual que en nuestra serie.
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Tabla 57. Comparacidn de las alteraciones moleculares en beta talasemia en diferentes provincias.

FENOTIPO C. Valenciana | Centro Baleares | Granada Barcelona
Espaiia

MUTACIONES

Procesamiento

ARNmM

Ivs  -2nt745 i 14,5% 1,7% 2,1%

[C>G]

B 12,7% 16,3% 8,4% 0 8,9% 16%
IVS -1nt1 [G>A o |5 7,3% 9,3% 29,5% 3,1% 22,3% 3%

T
B* 24,4%  26,7% 8,5%
- | ' ' | [ |

p° 32,7% 44,2% 31,2% 45,9%  31,1% 64%
m p° 14,5% 18,6% 0,3% 204% -

53 43 308 45

La mutacién 1VS1.110 presenta una marcada heterogeneidad en su distribucién
geografica, con una alta incidencia en Baleares y en Granada, donde se encontraron
frecuencias de alrededor del 25% y sin embargo apenas presente en la Comunidad Valenciana
y en Barcelona. En el caso de Murcia llama la atencién que no se haya identificado a ningin
paciente portador de esta mutacion, cuando en el resto de publicaciones si esta representada

aunque sea con baja frecuencia.

Nuestros datos también reflejan frecuencias semejantes a las de la Comunidad
Valenciana en las mutaciones del CD6 y de IVS 1.6. La Unica mutacién en la que hemos
observado una incidencia mucho mayor que en el resto de publicaciones es en la mutacion
IVS2.745, que se identificé tan solo en dos de los trabajos publicados, y con una frecuencia del

2 y del 3%, muy inferior a la encontrada en nuestra Regidn, donde alcanza un 14,5% del total

de los casos.
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2.2.- ESTABLECER LA NECESIDAD DE UN PROGRAMA DE CRIBADO DE ANEMIAS
HEMOLITICAS HEREDITARIAS EN NUESTRA REGION. INFLUENCIA DE LOS
MOVIMIENTOS MIGRATORIOS.

Los programas de cribado neonatal de hemoglobinopatias estructurales se estan
implantando en diferentes Comunidades Auténomas de nuestro pais desde el afio 2003
[35,120-122], con motivo del incremento de la inmigracidn de poblacién de riesgo y los costes
en salud y sanitarios que esto conlleva. Esto permite disminuir la morbimortalidad de los nifios
diagnosticados de anemia drepanocitica mediante la instauracion de un tratamiento
profilactico con penicilina, vacunacién contra gérmenes encapsulados y la instauracidon de un

manejo precoz de las complicaciones.

Aun no siendo un estudio de prevalencia puro sino retrospectivo basado en nuestros
registros hospitalarios de 19 afios, en nuestro estudio hemos detectado, al igual que en el caso
de las talasemias, un incremento a partir de 2003 en el nimero de diagndsticos de
hemoglobinopatias, tanto de hemoglobinopatias estructurales en global, como de S y C de
forma individual (grafico 48). Ademas, y como se describié en el apartado anterior, el numero
de casos diagnosticados respecto al esperado a tenor de lo referenciado en la literatura
consultada en distintos programas de cribado es claramente inferior. Siendo una Comunidad
Autonoma en la que claramente ha aumentado la la poblacién de riesgo, cabe deducir que
estamos ante una patologia infradiagnosticada mediante la sistematica de trabajo

convencional del sistema sanitario del Servicio Murciano se Salud.

En cuanto al déficit de G6PDH la prevalencia detectada en nuestro medio es inferior a
la esperada en relacion a otras regiones de nuestro entorno. Este hecho, como ya se comenté
en el partado anterior probablemete sea debido a que también es una entidad
infradiagnosticada. Segun los datos publicados [35] es muy probable que aproximadamante 1
de cada 400 individuos presenten alguna crisis hemolitica aguda en algiin momento de su vida
si entra en contacto con un agente oxidante (habas o farmacos). Por ello, con el fin de prevenir
el desarrollo de crisis hemoliticas en el curso de la vida evitando el contacto con los agentes
desencadenantes citados, y establecer si en nuestro medio la frecuencia es la descrita en otras
zonas de nuestro entorno (35), seria recomendable establecer en el contexto de los programas
de cribado neonatal el déficit de G6PDH para el diagndstico precoz de portadores
hemicigdticos, atendiendo ademas al bajo coste y sencillez de la técnica empleada (mancha

fluorescente) [123].
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Dentro de los requisitos generales de la Organizacion Mundial de la Salud para la

incorporacién de una patologia a un programa de cribado neonatal figuran:

Existencia de un marcador bioquimico adecuado (barato, sensible, especifico) que

no origine falsos negativos y la menor proporcién de falsos positivos posibles.

2. Que para la enfermedad que se pretende detectar existan posibilidades de iniciar

un tratamiento eficaz que evite su desarrollo clinico.

En nuestra Comunidad Autdonoma consideramos justificado establecer un programa de

cribado de hemoglobinopatias y del déficit de G6PDH por las siguientes razones:

Nuestros datos reflejan claramente un aumento de la poblacidon de riesgo en
nuestra Region, aunque se ha estabilizado en los ultimos afios, y de casos
diagnosticados en esta poblacion.

Nuestros datos indican que estamos ante entidades con prevalencia en aumento y
que probablemente estamos infradiagnosticando con la metodologia de trabajo
habitual de nuestro sistema sanitario.

Estamos ante enfermedades que se benefician de una actitud preventiva y de
terapia clinica precoz, lo que evitaria muy probablemente un alto coste sanitario.
Las técnicas actuales de HPLC o electroforesis capilar presentan una alta
sensibilidad para la identificacion de Hb S y C, las mas frecuentes y las de mas
trascendencia clinica, asi como la técnica de la mancha fluorescente como prueba
de cribado inicial para el déficit de G6PDH.

El resto de AHH no se beneficiarian de programa de cribado.

Consideramos que nuestros datos son originales y relevantes debido a la falta de

registros epidemioldgicos de AHH en la Comunidad Auténoma de la Regidon de Murcia y nos

pueden ayudar a establecer estudios epidemiolégicos adicionales o programas pilotos de

cribado para estudiar la frecuencia real de estas patologias y la demanda real de atencién

sociosanitaria en la poblacion general o en determinados grupos poblacionales de riesgo.
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El perfil epidemioldgico y bioldgico de las anemias hemoliticas hereditarias en nuestra
Area es similar al descrito en otras regiones de Espafia, en especial de las dreas del
litoral mediterrdneo. Las talasemias representan las anemias hemoliticas hereditarias
mas prevalentes en el Area I. Sin embargo, en el subandlisis se objetivé que la

Hemoglobinopatia S es la mas frecuente en la poblacién inmigrante.

El perfil molecular de la B-talasemia en nuestra Regién es similar al descrito en otras
regiones de Espaiia, siendo la alteracion mas frecuente la mutacion [C>T] que afecta al

codon CD39.

El perfil molecular de la a-talasemia en nuestra Region es similar al descrito en otras
regiones de Espafia con un 85% de frecuencia de la delecidon a-3,7 y un 4% de a-

talasemias no delecion.

Nuestros datos justifican la implantacién de un programa de cribado neonatal de
hemoglobinopatias y déficit de G6PDH, al menos en la poblacién de riesgo, para poder

establecer acciones preventivas eficaces para la salud de estos pacientes.

Actualmente nuestros datos constituyen los Unicos registros epidemioldgicos de
anemias hemoliticas hereditarias existentes en la Regién de Murcia. Esto puede ayudar a
establecer estudios epidemiolégicos prospectivos adicionales que definan la frecuencia
real de estas patologias y su impacto en la atencidn sociosanitaria tanto en la poblacion

general como en la poblacién de riesgo.
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