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RESUMEN
Introduccion: Las hemoglobinopatias son los trastornos monogénicos mas

comunes, potencialmente mortales, en el mundo. Se estima que el 7% de la
poblacion mundial son portadores la variacion regional de estas entidades en
paises endémicos con poblaciones migrantes han generado focos de alta
prevalencia en poblaciones donde estas entidades previamente mostraban una
minima prevalencia con las consiguientes consecuencias para el cribado y la
prestacion de servicios

Materiales y metodos: Estudio analitico transversal, de pacientes con
diagnéstico de hemoglobinopatias, durante el periodo 2016-2017, el estudio
molecular se realiz6 en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid, se realizd
estudio de las mutaciones mas prevalentes mediante Gap-PCR y en caso de no
ser detectadas, se realizo cribado genético de los genes HBA1/HBA2 o HBB.y la
técnica MLPA que permite el estudio de los exones de los genes HBB y
HBA1/HBA2, se revisaron informes de las consultas de pacientes con
depranocitosis para la recopilacion de datos y el andlisis de los mismos.

Resultados: 40 pacientes (53,3%) presentan una talasemia, 11 pacientes
(14,6%) presentan una hemoglobinopatia 6 de estos asociados a una talasemia
y 22 pacientes (30,6%) presentan drepanocitosis, se identificaron 4 diferentes
tipos de mutaciones para a talasemia, la mas frecuente es la delecion -az,,
(88,2%) ,para B talasemia se identificaron 6 tipos de mutaciones, una diferente
en cada paciente. Para 6 se identificé la deleciéon DE 90-110KB en el Cluster B
y para a0 se identificd la delecion de pseudozeta; al-a2. Los pacientes con
hemoglobinopatia, la mas frecuente ES la hemoglobinopatia E y Sendegi, en 2
casos de pacientes con drepanocitosis se asocio a a-talasemia. En el caso de
drepanocitosis, se presentd de manera mas frecuente el genotipo HbSS con un
total de 8 casos (38,1%) 4 casos se presentaron asociados a beta talasemia.

Conclusiones: Partiendo de esta serie de pacientes, se identifica la a -
talasemia como la mas prevalente y -as,, la delecibn mas frecuente encontrada
en estos, presentan mutaciones distintas en cada caso, demostrando una
prevalencia variable con respecto a otros estudios de prevalencia, el estudio de
estas mutaciones tiene importancia para el diagnéstico, pronostico clinico
individual y planificacion futura del manejo de posibles complicaciones, siendo
estos registros el camino pata desarrollar futuros estudios de cohortes y la
posibilidad de comparacion o integracidn a otros registros.



ABSTRACT

Introduction: Hemoglobinopathies are the most common, potentially deadly,
monogenic disorders in the world. It is estimated that 7% of the world population
bear the regional variation of these entities in endemic countries with migrant
populations have generated high prevalence foci in populations where these
entities previously showed a minimum prevalence with the consequent
consequences for the screening and the provision Of services
Materials and methods: A cross-sectional study of patients diagnosed with
hemoglobinopathies during the period 2016-2017, the molecular study was
carried out at the Hospital Clinico San Carlos in Madrid, a study was carried out
on the most prevalent mutations by Gap-PCR and in If not detected, genetic
screening of the HBA1 / HBA2 or HBB genes was performed and the MLPA
technique allowing the study of the exons of the HBB and HBA1 / HBA2 genes,
we reviewed reports of patients with depranocytosis for The collection of data
and the analysis of them.
Results: 40 patients (53.3%) had a thalassemia, 11 patients (14.6%) had
hemoglobinopathy, 6 had thalassemia and 22 patients (30.6%) had sickle cell
disease. Mutations for a thalassemia, the most frequent deletion -as,, (88.2%),
for thalassemia 3 6 types of mutations were identified, one for each patient. For
0B, the deletion DE 90-110KB was identified in Cluster B and for a0 the
pseudozeta deletion was identified; A1-a2. Patients with hemoglobinopathy, the
most frequent is hemoglobinopathy E and Sendegi, in 2 cases of patients with
sickle cell disease was associated with a-thalassemia. In the case of sickle cell
disease, the HbSS genotype was more frequently present, with a total of 8 cases
(38.1%), 4 cases were associated  with beta  thalassemia.
Conclusions: Based on this series of patients, a - thalassemia is identified as
the most prevalent and - as,; the most frequent deletion found in these patients,
they present different mutations in each case, showing a variable prevalence with
respect to other prevalence studies , The study of these mutations is important
for diagnosis, individual clinical prognosis and future planning of the
management of possible complications, these records being the way to develop
future cohort studies and the possibility of comparison or integration with other
registries.



INTRODUCCION

Las hemoglobinopatias son enfermedades hereditarias, caracterizadas por
alteraciones funcionales y estructurales, categorizadas como drepanocitosis y
talasemias, Se estima que el 7% de la poblacion mundial son portadores y que
entre 300.000 y 400.000 nifios afectados nacen cada afo (2) La mayoria de
estos tienen enfermedad de células falciformes. La variacion regional de la
frecuencia de la hemoglobina S (HbS) en los paises endémicos de origen
conduce a su vez, a través del asentamiento de poblaciones inmigrantes en
grupos localizados(1)(2), a focos de alta prevalencia en poblaciones que
previamente carecian de estas entidades, por ejemplo, Londres, Birmingham,
Paris, Bruselas, Madrid y Copenhague (2), generando asi consecuencias para el
cribado y la prestacion de servicios.

El primer registro de drepanocitosis realizado en Espafia en 2003, demostro el
gran cambio de la prevalencia de los rasgos falciformes, llevando a la
implementacion de programas de deteccion neonatal(3).

La escases de datos precisos sobre las diferentes hemoglobinopatias en Espafia
y los crecientes cambios en alternativas terapéuticas, necesidad de pruebas
diagndsticas especiales, indica la necesidad de registros nacionales y locales de
prevalencia de estas patologias, no solo con el objetivo de obtener registros

demograficos si no como el punto de partida de estudios a nivel local y nacional.



MARCO TEORICO

La hemoglobina es una proteina localizada en los eritrocitos, cada uno de estos
ultimos contiene aproximadamente 300 millones de molecular de esta
proteina.(1) Formada por 2 cadenas a B, cada una de las cuales contiene un
grupo Hem formado por hierro y protoporfirina IX(2), cada una de las cadenas de
globina difiere en su secuencia de aminoacidos, la a-globina tiene 141, y las
cadenas de globina B-0-y contienen 146 aminoacidos. La codificacion de la a-
globina tiene a lugar en el cromosoma 16 del cual hay 4 genes idénticos, y en el
cromosoma 11, donde hay 5 genes que codifican para las cadenas restantes.
Las cadenas de hemoglobina parecen en forma secuencial, formando 4 tipos

principales de hemoglobina(2).

Tabla 1. Tipos de hemoglobina humana

HEMOGLOBINA COMPOSICION PROPORCION
ADULTOS NEONATOS
Hemoglobina A, AB 97% 20%
Hemoglobina A Ad 2,5% 0,5%
Hemoglobina F Ay <1% 80%




- Hemoglobinopatias

Las hemoglobinopatias constituyen un grupo muy heterogéneo de
enfermedades secundarias a un defecto en la estructura, funcion o sintesis de
las cadenas de globina por mutaciones. Existen hemoglobinopatias congénitas,
asi como hemoglobinopatias adquiridas que pueden aparecer durante el
transcurso de ciertas enfermedades (2)(3).

Las hemoglobinopatias congénitas obedecen a mutaciones en los genes que
codifican la sintesis de cadenas de la globina (1), las cuales se transmiten de
forma hereditaria con caracter autosomico dominante o recesivo dependiendo de
cada patologia. (2)

Los sindromes talasémicos presentan una gran diversidad todo esto dado por su
correspondiente heterogeneidad molecular (2), estos sindromes se denominan
segun su alteracion en la cadena de globina afectada, las formas mejor
caracterizadas son las a, B, 6B talasemias, cada una de estas se subclasifican

segun sus sintesis parcial o inexistente de cadena de globina involucrada (2)(4).



Tabla 2. Principales sindromes talasemicos

CADENA AFECTADA SINDROME TALASEMICO

a a°

a+ Deleccional y no deleccional

B B°
B+
AB op°
op+

La a talasemia constituye la forma mas frecuente de talasemia, ésta, es el
resultado de la disminucion de las cadenas de a-globina de la hemoglobina fetal
(a2y2) y la hemoglobina A adulta (a2B2). Las formas de a talasemia mas
frecuentes son las que se expresan como una anemia microcitica e hipocromica,
con metabolismo de hierro normal sin expresividad electroforética, y la forma
mas grave de esta enfermedad con la hemoglobinopatia H y la hidropesia fetal,
las cuales son el resultado de la presencia de hemoglobina H y Hemoglobina
Bart, respectivamente (2)(3)(4).

La B talasemia es el resultado de una disminucién de la produccién de cadenas
de B globina, los portadores heterocigotos de la B-talasemia, muestran una
anemia microcitica e hipocrémica, junto con un aumento de la hemoglobina A2 y

un indice de biosintesis bajo de las cadenas de globina B/ a.(2)(3).



El déficit de cadenas a-B, tiene varias consecuencias, la disminucién de
hemoglobina en el eritrocito, eritropoyesis ineficaz y disminucion del tiempo de
vida media de los eritrocitos circulantes, estos dos Ultimos eventos son
secundarios al exceso de cadenas libres llevando a la formacion de precipitados
de la globina secundario en el interior de los eritroblastos, facilitando su
eliminacion precoz, antes de terminar el proceso madurativo y disminuyendo su
tiempo de supervivencia en la circulacion. (2) Todo esto llevando a una anemia
gue estimula la absorcion de hierro, produciendo un estado de sobrecarga
férrica y finalmente una hemocromatosis secundaria, este ultimo incrementado
por el frecuente uso de hemoderivados, también estimulando la sintesis de

eritropoyetina que conlleva a un estado de hiperplasia eritroide permanente (2).

Mecanismos moleculares

Las talasemias son secundarias a las alteraciones genéticas, a deleciones
totales o parciales de uno o mas genes de globina, formas no delecionales
debidas a trastornos de la transcripcion o maduracién del ARN mensajero, que
disminuyen o anulan la sintesis de globina, en el caso de anulacién de la sintesis
de globina es por una sustitucion de uno o varios nucleotidos del propio gen de
la globina, cabe destacar que en a y dB- talasemia predominan las deleciones,

en la B talasemia lo hacen las formas no delecionales. (6)(7)



o talasemia

Los defectos moleculares en a talasemia son secundarios a deleciones
relacionadas con la estructura del cllster a-globina, cada gen a se localiza en
una region de 4 kb la cual se divide en tres regiones no homologas, los
segmentos Z duplicados se encuentran a una distancia de 3,7 Kb y los X a 4,2
Kb.

La recombinacién entre los segmentos Z da lugar a dos tipos de cromosomas,
uno que contiene la triplicacién de genes a (a a a -3,7) y el que contiene solo un
gen a, el portador de la delecion (-a3,7) que da lugar a la talasemia.

La recombinacion entre los segmentos X da a lugar al fenotipo de la a-talasemia,
esto se da por el resultado de la pérdida de un gen a en un cromosoma y su
integracion en el otro.(2)(3)

También se han descrito otras deleciones poco frecuentes asociadas a
variaciones estructurales de la hemoglobina, siendo las hemoglobinas mas
frecuentes asociadas con a talasemia son la hemoglobina Sy E.(1)(2)

La a° talasemia, se presenta por deleciones mas grandes, donde se eliminan los
dos genes de la a globina de forma parcial o completa, siendo esto ultimo o mas
frecuente, y por lo tanto no existe sintesis de la cadena de a globina en el
cromosoma afectado. Los individuos con herencia heterocigota para esta
alteracion sobreviven, incluso sin expresion clinica de la enfermedad, totalmente

lo contrario ocurre en los individuos con herencia homocigota, quienes presentan
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produccién de hemoglobina Bart (2), cuya expresion clinica sera la hidropesia
fetal.

Las formas de a talasemia no delecionales suelen ir acompafiadas de una
produccién disminuida de las cadenas de a globina méas profundas en
comparacion a las formas delecionales. Se presentan por mutaciones puntuales,
deleciones o inserciones en regiones codificadoras o en secuencias reguladoras
de la expresion génica. (1)(2)

Las formas no delecionales que se deben a mutaciones, son secundarias de
forma mas frecuente a defectos de la maduracion y defectos de la transcripcion.
Los defectos de maduracion descritos son 5, siendo la mas frecuente la delecion
de 5 pb en el intron 1 del gen a2, esta mutacion involucra la region invariable
GT, activando una secuencia de consenso en el exon 1 que elimina la region en
la que se produce el splicing del ARN mensajero, estas mutaciones también
presentan una incorrecta transcripcion que interfiere con la adecuada expresion
del gen al-globina. (1)(2)

Los defectos de la traduccion descritos mas importantes son 4, de estos, tres
son defectos puntuales, que anulan el codon de iniciacion y el otro corresponde
a una delecién que modifica la secuencia adyacente a la sefal de activacion,
llevando asi a una reduccion del 50% de la traduccion. De todas ellas la mas
frecuente es la que afecta el codén de iniciacion del gen a2 globina (ATG por

ACG). (1)
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Existen mutaciones en el codén de terminacion que llevan al cese de la
traduccion del ARN mensajero, dando lugar a un alargamiento de la cadena de a
globina, este tipo de mutacion lleva a la produccion de hemoglobina CS, Icaria,
Koya Dora y Seal Rock, estas variantes se caracterizan por una inestabilidad en
el ARN mensajero, llevando asi, no solo a alargamiento de la cadena de a
globina si no también disminucién de la sintesis de cadenas de a globina y

fenotipo de a talasemia, lo que se denomina hemoglobinopatias talasemicas.

(1(@2)(3)

B talasemia

El principal mecanismo molecular involucrado en el desarrollo de la 3 talasemia
es el no delecional, se produce por mutaciones puntuales secundarias a
sustituciones de bases nitrogenadas uUnicas. También se presenta su desarrollo
por alteraciones en el ARN mensajero, disminuyendo o impidiendo su capacidad
de traduccion. (2)

Las mutaciones puntuales son debidas a sustituciones de bases nitrogenadas en
regiones del gen de la B globina involucradas en el proceso regulador de la
transcripcion, se conocen 4 defectos que son, los de transcripcion, de
maduracion, de poliadenilacion y mutaciones de la region CAP.(4)

Los defectos de la transcripcion son mutaciones en CAP y UTR, Las mutaciones

de la region CAP lateral la etapa de capping de la transcripcion del ARN
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mensajero llevando a una disminucion de la misma, llevando asi a la generacion
de moléculas de ARN mensajero inestables, capaces de generar solo un 25% de
traduccion como méaximo. (1)(2)

Las mutaciones de la region UTR disminuyen en menor cuantia la sintesis de
globina llegando incluso a pasar desapercibidas en estado heterocigoto, sin
producir microcitosis ni producir aumento de la Hemoglobina A2, estas ultimas
son las denominadas B talasemias silentes. La sustitucion -101 C por T, es la
causa mas frecuente de talasemia silente. Los portadores heterocigotos son
siempre asintomaticos y solo los homocigotos cursan con rasgo talasemico. (1)
Los defectos de maduracion e el ARN mensajero dan lugar a una disminucion o
sintesis de las cadenas de B globina, este se debe a una alteracion en el splicing
del ARN mensajero que conlleva a la acumulaciéon de las secuencias de
intervencion o IVS. (1)

Los defectos de la maduraciéon se dan a consecuencia de mutaciones que
anulan o crean nuevas sefales del proceso de escisibn o mutaciones que
generan sefales tripticas de este mismo proceso. (2)

Las mutaciones que anulan el proceso de escision, se dan en las regiones
situadas entre exones e intrones, llevando a generar sefiales que bloguean las
escision de las secuencias de intervencion y un cese de la traduccién del ARN
mensajero llevando a una B° talasemia o en contraste a esta Ultima, las

mutaciones situadas en las secuencias de consenso llevan a disminucién de la
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eficacia de la maduracion llevando a disminucion de la sintesis de cadenas de
globina sin anularla produciendo una B+ talasemia. (2)

Las mutaciones que generan nuevas sefiales de escision, se presentan por
sustituciones en los intrones de las secuencias de intervencion, sin afectar a las
secuencias de consenso, llevando asi a una maduracion anémala del ARN
mensajero, este es el caso de una de las mutaciones mas frecuentes de 3
talasemia, la mutacion 110 g por A del IVS-1. (4)

Las mutaciones que activan sefales cripticas de escision se presentan en el
exon 1, dando lugar a la activacion de secuencias tripticos que alteran las
escisiones del ARN mensajero. En un porcentaje importante de casos, estas
mutaciones van acompafadas de alteraciones estructurales de la cadena 8 de
globina, por ello, la presencia de las hemoglobinas E y Knossos constituyen el
tico ejemplo de hemoglobinopatias talasemicas, ya que la alteracion estructural
va acompafada de una disminucion de la sintesis de cadenas de B globina,
dando lugar a una B+ talasemia. (1)

Las mutaciones de la region de poliadenilacion, se hallan situadas al final del
exon 3 llevando a la eliminacién de un punto de escision de la molécula de ARN
mensajero llevando a la traduccién parcial de las cadenas, generando una B+
talasemia. (1)

Los defectos de traduccion se presentan por mutaciones en los codones de

iniciacion o traduccion del ARN mensajero, llevando a una falla en este proceso.
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Las mutaciones mas conocidas en este proceso son las del codon e iniciacion
ATG que anulan por completo el proceso de traduccién del ARN mensajero,
conociéndose estas como mutaciones sin sentido, la mas frecuente de estas es
la CD39 llevando a un reemplazo de C por T, observada en el 50% de las
talasemias. (14)

En la B talasemia son mas frecuentes las deleciones, pero no todas se
acompafan de una ausencia completa de la sintesis de globina, B0 talasemia.
En cuanto a deleciones, existen 3 formas, la de la region promotora, la del gen
de B-globina y de insercion del retro transposon L1 en IVS-2. (12)

En las deleciones de la regién promotora, el gen de [ globina se encuentra
estructuralmente normal, pero sin actividad funcional en contraste a las
deleciones de este mismo gen que lleva a su desaparicion, pero ambas
presentan el mismo fenotipo de B° talasemia. (11)

La 3 talasemia delecional mas conocida es la alteracion del intrén IVS-2, que es
la B° talasemia India, caracterizada por grandes aumentos de hemoglobina A2 y
hemoglobina F en estado heterocigoto, que compensan en parte la ausencia

total de cadenas de B globina. (1)

ad Talasemia
Al igual que las anteriores se clasifican en ad+ y ad® talasemias segun su grado

de sintesis de estas cadenas por parte del cromosoma afecto, las primeras
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subclasificandose en otros dos grupos, las que ocurren como resultado del
intercambio de material genético no homologo, siendo esto Ultimo secundario a
la fusion de cadenas ad, dando lugar a diferentes clases de hemoglobinas donde
destaca la Lepore. (1)(2)

El segundo grupo corresponde a dos mutaciones en el cluster de la B globina,
inactivando de forma parcial o total el gen & o B, dando lugar a formas
delecionales de ad° talasemia. (1)

ad® talasemia se presenta por deleciones en el cluster de la B globina,
eliminando los dos genes & o B, produciendo una sintesis compensadora de
cadenas vy, llevando a asi a un aumento de la hemoglobina F. (1)

Existen gran variedad de ad talasemias, variantes como la ad talasemia india,
Japon y Esparfiola, esta ultima variante es la mas extensa de las mutaciones,
llegando a 114 Kb, carece de expresividad clinica, acompafiado de una anemia
microcitica e hipocromica muy leve, cuya caracteristica mas comudn es la
produccion de hemoglobina F durante la vida adulta. (2)

Existen mutaciones que generan disminucién de la sintesis de cadenas de
globinas y a su vez, variantes moleculares de la hemoglobina, generando asi las
denominadas hemoglobinopatias talasemicas. Las mas frecuentes entre estas
son las que expresan hemoglobina E y Lepore, estas hemoglobinopatias se
caracterizan por presentar alargamiento de las cadenas de globina volviéndose

muy inestables. (2)
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La hemoglobina E es el resultado de la sustitucion de acido glutamico en

posicién 36 por lisima en la cadena (3. (2)

Drepanocitosis

La Drepanocitosis es un defecto de herencia autosdémico recesivo que se
caracteriza por la presencia de hemoglobina S en el eritrocito, todo esto
producto de la sustitucion de un nucleétido, se produce GTG por GAG, en el
codon 6 del gen de la B globina que se encuentran en el cromosoma 11,
llevando a la sustitucion de acido glutdmico por valina. Esta hemoglobina S, la
cual, por las alteraciones descritas, sufre desoxigenacion, lo cual altera su
solubilidad y se deposita en la membrana eritrocitaria, generando sustitucion de
aminoacidos hidrofobos de la hemoglobina S, deformandolo y volviéndolo rigido,
impidiendo la microcirculacion y favoreciendo la destrucciéon y hemolisis. El
proceso de alteraciones de la membrana eritrocitaria, es denominado
falciformacion, el cual puede precipitarse por hipoxia, bajo niveles de pH y

deshidratacion. (2)(6)
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Manifestaciones clinicas

o talasemia

La gravedad de su presentacion clinica dependera de la intensidad del déficit de
la cadena de a globina y también dependera de la naturaleza de la mutacion.

La expresividad clinica derivada de los diferentes tipos de mutaciones da lugar a
una gran hetereogenicidad clinica, que ocila desde la ausencia total de
sintomatologia hasta la incompatibilidad con la vida, dividiéndose en tres
categorias, el rasgo talasemico, enfermedad de Ila hemoglobina h o

hemoglobinopatia h y la hidropesia fetal.

- Rasgo talasemico

Es el resultado de la interaccion entre haplotipo normal y un a® o a+. La principal
caracteristica clinica de esta entidad es la anemia microcitica hipocromica, pero
debido a su poca especificad y posible coexistencia con otras entidades, su valor
diagnostico es escaso. La gran heterogeneidad genotipica da lugar a una gran
expresividad fenotipica, presentdndose diferentes subclasificaciones como son
el rasgo silente la alfa talasemia menor. (1)(2)

el rasgo talasemico es el resultado de un defecto en un Unico gen alfa, detectado

generalmente en estudios familiares.
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La alfa talasemia menor, se caracteriza por anemias microciticas hipocromicas,
con una electroforesis capilar de hemoglobinas normal, la determinacion de la

sintesis in vitro de cadenas de globina muestra una relacién o/ menor de 1.

- Hemoglobinopatia H

Se manifiesta principalmente como una anemia microcitica e hipocrémica de
intensidad moderada, acompafiandose de ictericia y hepatoesplenomegalia, la
electroforesis de hemoglobinas presenta una migracion rapida correspondiente a
cantidades cercanas al 40% de esta hemoglobina y en ocasiones hemoglobina
Bart., la gran inestabilidad de la hemoglobina lleva a dificultades en los analisis
convencionales, la incubacion de eritrocitos permite la deteccion de precipitados
hemoglobinicos o cuerpos de Heinz. (2)

El principal mecanismo fisiopatolégico es la hemolisis siendo superior a la
diseritropoyesis (1), la complicacion mas frecuente es la esplenomegalia con
hiperesplenismo. La expresividad clinica se relaciona con el grado de deficiencia
de la cadena a globina, por lo tanto las interacciones con formas no delecionales

gue afectan el gen a 2 tienden a ser mas graves que el gen a 1. (2)
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- Hidropesia fetal

Se trata de un sindrome incompatible con la vida que produce la muerte fetal a
las 30 0 40 semanas de gestacion o en la vida neonatal temprana, caracterizado
por anemia intensa, anasarca, signos de insuficiencia cardiaca, prolongada
hipoxia intrauterina y hepatoesplenomegalia. (1)(2)

Citolégicamente se observa intensa anisopoiquilocitosis, macrocitosis e
hipocromia y presencia de eritoblastos circulantes, la electroforesis evidencia
hemoglobina Bart cerca de un 80% y hemoglobina H en un 2% y ausencia de

cadenas de a globina. (2)

B talasemia.

Su expresion clinica dependera de la mutacion involucrada, de la intensidad en
el déficit de las cadenas de b globina, su caracter hetero u homocigoto y factores
modificadores de su expresividad clinica, como pueden ser la coexistencia de
mutaciones del gen alfa, la sobrecarga de hierro secundario a un aumento de la
absorcion de hierro atribuida a un aumento en la actividad de hepcidina e incluso
trombofilias asociadas como el factor v de Leyden y protrombina, todo esto
llevando a una expresiva clinica muy extensa, desde asintomatico hasta muy

grave. (2)
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El gran polimorfismo de la B talasemia permite describir cuatro grandes
sindromes [ talasemicos, la talasemia silente, talasemia menor, talasemia

intermedia y la talasemia mayor.

- Talasemia silente

Presente en individuos con alteracion de un solo gen, sin expresividad clinica
alguna y su diagnostico suele deberse a estudios en familiares de pacientes

afectos. (1)

- Talasemia menor

También conocida como rasgo talasemico, resultado de estados heterocigotos
para los genes [+ o [°, esta es la forma mas frecuente, su presentacion clinica
se caracteriza por una anemia leve microcitica e hipocromica, pudiendo llegar
acompafarse de esplenomegalia en casos muy infrecuentes. Su diagndstico se
basa en la electroforesis en pH alcalino de hemoglobinas, observandose un

aumento de la hemoglobina A2, legando a un 7%, y hemoglobina fetal normal.

(1)
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- Talasemia intermedia

Esta entidad corresponde a estados homocigotos o doble heterocigotos para los
genes 3+ o 3°, se caracteriza por anemias moderadas o intensas que en general
no requiere trasfusiones, su presentacion clinica corresponde a un sindrome
hemolitico cronico con palidez, ictericia intermitente, esplenomegalia y
alteraciones oseas discretas sin retraso puberal asociado, acompafandose
ocasionalmente de complicaciones propias de la hemolisis cronica, como es la
microlitiasis biliar o la hemosiderosis secundaria. (12)

Se observa generalmente anemia microcitica e hipocrémica, con
anisopoiquilocitosis e incluso eritroblastos circulantes, el diagnostico se realiza
mediante electroforesis de hemoglobinas, pero mostrando una gran variabilidad

en los patrones electroforéticos.

- Talasemia mayor

También conocida como anemia de Cooley, es la forma mas grave,

correspondiendo a estado homocigotos, también en formas doble heterocigotas

y en presencia de doble hemoglobina Lepore. Se manifiesta como una anemia a

partir de los 6 meses de gravedad, con régimen transfusional periddico,
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acompafado de esplenomegalia e incluso hepatomegalia, llegando al
hiperesplenismo y sus complicaciones asociadas. (13)

Adicionalmente presentan malformaciones oseas, en crdneo se puede observar
braquicefalia, turricefalia y rasgos mongoloides, también expansiones de la
cavidad medular con deformaciones, trabeculacion medulas y expansion del
cuerpo vertebral. (1)

Ademéas de caracterizarse como un sindrome hemolitico cronico, se acompafa
de retraso ponderal por la acusada anemia e hipoxia secundaria. La citologia
permite observan una amenia microcitica e hipocromica, acompafada de
anisopoiquilositosis, punteado basofilo, dacriocitos y eritroblastos, los
reticulocitosis suelen verse aumentados todo esto secundario a una
eritropoyesis ineficienciente. (1)

La electroforesis de hemoglobinas evidencia siempre un aumento de
hemoglobina fetal llegando incluso a valores del 90% y en algunos casos se
observan variaciones en la hemoglobina A2, el aumento corresponde a una
variedad moderada de la talasemia mayor, mientras que la ausencia de esta

hemoglobina corresponde a las formas mas graves.
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ad talasemia

La expresividad clinica depende de si es un estado hetero u homocigoto, el
primero siempre es asintomatico, presentdndose con anemia microcitica e
hipocromica leve, con aumento de hemoglobina F entre un 7 a un 15% vy
hemoglobina A2 normal.

El rasgo homocigoto suele presentarse como una talasemia intermedia sin
requerimientos transfusionales y una hemoglobina F cercana al 100% con

desaparicion de la hemoglobina A normal. (1)

Drepanocitosis

Se manifiesta como una anemia hemolitica, volumen corpuscular medio normal
o disminuido, reticulocitosis y en el extendido de sangre periférica se pueden
observar eritrocitos en forma de hoz. La electroforesis de hemoglobina en pH
alcalino. Los heterocigotos con rasgo depranocitico presentaran una
electroforesis con elevados niveles de hemoglobina S y hemoglobina A. Los que
expresan la enfermedad pueden ser homocigotos o doble heterocigotos (10),
cuando el gen anormal de la hemoglobina S se une a otro gen anormal que
forme parte de la cadena de B globina, dando a lugar a una hemoglobina Sy C o
una drepanocitosis con hemoglobina S con beta talasemia asociada, las formas

mas graves de enfermedad son la drepanocitosis con genotipo SS y Sp°,
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mientras que la drepanocitosis con hemoglobina SC y SB+ que cursan de forma

leve.

Tabla 3. Principales genotipos en drepanocitosis

GENOTIPO ELECTROFORESIS HBA2
Hb SS S <3,5%
Hb SC sC i
Hb SB° S >4 %
Hb SB+ SA >3,5 %

HEMOGLOBINOPATIAS TALASEMICAS

Existen mutaciones que generan disminucién de la sintesis de cadenas de
gloina, generando variates moleculares d ela cadena hemoglobina con un
fenotipo talasemico, algunas generadas por alteracién en la solubilidad comoo
son la hemoglobina S, C, J y D, asociadas a alteracion de la estabilidad conmo

la Hb kholn, alteracion por la afiniadad del oxigeno como puede ser la Hb Kansa.

- Hemoglobina E

Resultado de la sustitucién del acido glutdmico en positiocn 26 por lisina en la
cedna B, lelvnado a una alteraciéon del splicing llevhado a defectod de
maduracion del ARN emnsajero y por consigueinte a disminucion de cadenas de

B globina, los heterocigotos solo presentan microcitosis y los homocigotos se
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caracterizan por una anemia mayor intensidad pero sin llegar a presentar

gravedad clinica. (1)

- Hemoblogina C

Resultado de la sustitucion de acido glutamico en posicion 6 por lisina en la

cadena de B globina, se caracteriza por ser una anemia hemolitica cronica,

microcitosis y dianocitos, asociada a esplenomegalia, en estado heterocigoto no

presenta manifestacion de la enfermedad. (1)
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OBJETIVO
Realizar un registro y descripcién del espectro mutacional de talasemias y

hemoglobinopatias en Zaragoza, en un hospital de tercer nivel.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de caracter Descriptivo analitico transversal, partiendo de
una muestra de 76 pacientes con diagnéstico de talasemia y drepanocitosis, que
asisten en seguimiento en la consulta de Eritropatologia y Oncopediatria del
Hospital Universitario Miguel Servet, el estudio molecular se realiz6 en el

Hospital Clinico San Carlos.

La planificacion temporal del trabajo empezo en febrero de 2017 con el
planteamiento del trabajo, se recopilaron datos correspondientes a la
identificacion del paciente, afio de nacimiento, edad de diagnoéstico, resultado de
electroforesis de proteinas, HPLC y espectro mutacional, posterior analisis de
los datos y finalizando el 25 de agosto de 2017 con la entrega para sustentacion

del mismo.

Los pacientes con diagnostico de talasemia a y B, se realizé un estudio de las
mutaciones mas prevalentes mediante reaccion en cadena de la polimerasa,
mediante diferentes técnicas Gap-PCR, para deleciones de la talasemia ay By
si no existen resultados que permitan detectar estas alteraciones se pasara al
cribado genético de los genes HBA1/HBA2 o HBB, debido a que un porcentaje
de pacientes alteraciones no detectables por PCR se recurre a la realizacion de
técnica MLPA que permite el estudio de los exones de los genes HBB y

HBA1/HBAZ2. En la &B- talasemia se realiz6 el estudio al cluster de la globina (3.
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Los pacientes con diagnostico de Drepanocitosis se realizd una revision de
informes de la consulta de eritropatologia y los resultados de electroforesis

capilar de hemoglobinas en pH alcalino.

Posterior recopilacién de datos y tabulacién en Excel 2017 se realizé el analisis
de los mismos en SPSS Version 22 para Windows (San Diego, CA, USA),
variables cuantitativas fueron reportadas como mediana y rangos mientras que

variables categoricas fueron expresadas como valores absolutos y porcentajes.
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RESULTADOS

De la poblacién total estudiada que corresponde a 75 pacientes, 40 pacientes

(53,3%) presentan una talasemia, 11 pacientes (14,6%) presentan una

hemoglobinopatia 6 de estos asociados a una talasemia y 22 pacientes (30,6%)

presentan diagnéstico de drepanocitosis

Talasemias.

En los pacientes con diagnostico de Talasemia, se observo que la méas frecuente

en esta muestra es la a talasemia, con una mayor prevalencia en el sexo

femenino, 14 pacientes (51.8%). Situacion similar se ve en las demas

talasemias, excepto en la B talasemia, donde el 100% de la poblacion era de

sexo masculino.

NUMERO DE EDAD DE RATIO
HEMOGLOBINOPATIA PACIENTES DIAGNOSTICO H:M
Talasemia 40
- a 30 (75%)
- B 7(17,5%)
- ap 2 (2%)
- Op 1(1%) 8,6
Hemoglobinopatias 11 12,5
Drepanocitosis 22 11

Pacientes con hemoglobinopatias
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En cuanto el espectro mutacional se identificaron 4 diferentes tipos de
mutaciones para a talasemia, la mas frecuente es la delecién -as,, en un 88,2%
de los casos, para [ talasemia se identificaron 6 tipos de mutaciones, una

diferente en cada paciente.

ALTERACION MOLECULAR FRECUENCIA
-Os,7 27
Deleciones amplias 1
QHPHQ 2

Mutaciones asociadas a a-talasemia

Alteracién molecular  |Frecuencia
CD39 (C-T) 1
IVS1-110 (G-A)
IVS-1 NT1 (G>T)
IVS-1-NT6 (C>T)
CODON 19 (A>G)
3'UTR (A>G)
Mutaciones asociadas a 3 talasemia

RlRRR -

Para 6B se identifico la delecion DE 90-110KB en el Cluster B y para a0 se

identifico la delecion de pseudozeta; al-a2.

Hemoglobinopatias
Los pacientes con hemoglobinopatia, se presentdé una mayor prevalencia en el

sexo femenino, 7 pacientes (57%), siendo la mas frecuente de estas la
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hemoglobinopatia E y Sendegi, en 2 casos de pacientes con drepanocitosis se

asocio a a-talasemia

Drepanocitosis

HEMOGLOBINOPATIA |FRECUENCIA
1 (9%)
C+S 1 (9%)
4 (36,3%)
1 (9%)
Sendegi 4 (36,3%)

Los pacientes con drepanocitosis, se presentd de manera mas frecuente el

genotipo HbSS con un total de 8 casos (38,1%), con una distribucion similar

entre sexos, 4 casos se presentaron asociados a beta talasemia, y el diagnostico

se realiz6 con una edad media de 11 afios.

Genotipo Frecuencia Sexo
Hb S 2 (9,52%) H-1 M-1
Hb SC 7 (33,3%) H-4 M-3
Hb SS 8 (38,10%) H-4 M-4
Hb SB+ 4 (19,05%) H-2 M-2
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CONCLUSIONES

Se realiza un reporte del registro de hemoglobinopatias en el hospital Miguel
Servet, para determinar el nUmero de pacientes afectos y la prevalencia de cada
entidad. La incidencia de hemoglobinopatias es Espafia es mas baja que en otro
pais del mediterraneo, talasemia en Espafia se presenta con una prevalencia de
0,16 por cada 1000.000 habitantes y drepanocitosis con un 1,34 por cada
100.000 habitantes, siendo Espafia hoy en dia una poblacién multiétnica, con
movimientos migratorios variables que conlleva a modificacion de la prevalencia
de diferentes entidades, partiendo de una muestra de 73 pacientes se identifica
la a - Talasemia como la mas prevalente y -as,, la delecion mas frecuente
encontrada en estos, esto Ultimo corresponde con estudios de prevalencia
realizados en Espafia donde esta mutacion corresponde al 85%, con una mayor
prevalencia en el sexo femenino.

La B Talasemia, en esta serie se presentan mutaciones distintas en cada caso,
presentandose en uno solo la mutacion CD39 (C-T), siendo ésta la mas
frecuente en Espafa, llamativamente la a — Talasemia le supera en frecuencia,
siendo que en registros nacionales se ha demostrado una mayor prevalencia de
esta entidad.

OB y 00 talasemia presenta un total de 3 pacientes, dada la poca muestra estos

resultados son poco extrapolables a la poblacién general.
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Las técnicas utilizadas en el estudio de estas entidades son muy diversas,
partiendo desde la observacion morfologica hasta el estudio genético individual,
qgue permiten el identificar con gran precisién diagnostica hemoglobinopatias
frecuentes y su mas probable alteracion molecular como es el caso de a -
talasemia y su mutacion -as,, 0 permitiendo diagnosticar entidades infrecuentes
como la hemoglobinopatia Sendegi.

Se puede concluir que el estudio de hemoglobinopatias y la inclusién del perfil
mutacional en el caso de talasemias mutaciones tiene importancia para el
prondstico clinico individual y planificacion futura del manejo de posibles
complicaciones, y siendo estos registros el camino pata desarrollar futuros
estudios de cohortes y la posibilidad de comparacién o integracion a otros

registros.
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Plan de Difusion y explotacion de resultados

Posterior presentacion de este trabajo se plantea su envio a revistas cientificas
como un studio de prevalencia. Los resultados de este trabajo serviran como
base del desarrollo de nuevos estudios de cohortes y el planteamiento de una
tesis doctoral basada en el fenotipo y genotipo talasemico asociado a

complicaciones y posibles planteamientos de cribado en entidades especificas.
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