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Introduccion.

En el laboratorio, la identificacion y caracterizacion de las hemoglobinopatias es
dificil, ya que muchas veces los pacientes van de un médico a otro o de un
servicio a otro, antes de diagnosticarles una hemoglobinopatia. Tanto en México

como en América Latina si representan un problema medico; y en particular en las



zonas con raices africanas es un problema de salud publica. Esto se sustenta en
gue hay coincidencias en poblaciones de determinadas regiones, como son por
ej., en Colombia y en México, en el primero se han reportado frecuencias de
heterocigotos para hemoglobina S de 3 a 4% y en México en algunos regiones se

han observado frecuencias tan elevadas como 12.8.

Se ha demostrado que la técnica de HPLC es muy sencilla y estamos convencidos
de que es una herramienta excelente y poderosa para el diagnéstico de las
hemoglobinopatias por lo que seria deseable contar con esta herramienta de

trabajo de manera rutinaria para hacer un diagnéstico mas rapido.

De acuerdo a los estudios realizados en América Latina, las hemoglobinopatias
clinicamente importantes son: 1) los sindromes drepanociticos, que incluyen al
homocigoto para hemoglobina S o anemia drepanocitica (o de células falciformes);
los heterocigotos compuestos para hemoglobina S y talasemia beta; hemoglobina
S y delta-beta talasemia; hemoglobina S y hemoglobina D; hemoglobina Sy
hemoglobina C entre las combinaciones mas frecuentes; 2) la talasemia beta, en
sus diferentes versiones: talasemia mayor (particularmente el homocigoto para
dos mutaciones de tipo beta-0) observada en menor proporcién; talasemia
intermedia (heterocigoto compuesto para mutaciones beta-0 y beta-+); y la
talasemia menor que es la forma que se observa con mayor frecuencia
(heterocigoto para mutaciones de tipo beta-0 o beta-+). Se ha observado ademés
en casi todas las poblaciones estudiadas la talasemia alfa, asi como otras

variantes estructurales con o sin manifestaciones clinicas.



En nuestro laboratorio hemos encontrado que en pacientes con sospecha

de hemoglobinopatias, aproximadamente el 20 % tienen algun tipo de

hemoglobinopatia y de ellas, 59 % corresponden a talasemia beta, 27.7% de

sindromes drepanociticos, 8.7 % de talasemia alfa y 4.6% de otras variantes de la

hemoglobina.

En esta mesa redonda, analizamos y consensamos las caracteristicas que

puede presentar un individuo, o un paciente en quien se debe realizar la busqueda

de una hemoglobinopatia y encontramos que las principales son:

Si al hacer el tamizaje de un hemolizado por HPLC o electroforesis
de hemoglobina se observa un pico (o una banda) con
caracteristicas anormales.

Si un paciente presenta anemia aguda o cronica con valores
normales de hierro.

Si se observan indices eritrocitarios anormales como: volumen
globular o corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM), numero de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito.
Estos valores dependen de la edad y el género. En nuestra
experiencia personal, hemos observado que los pacientes con
talasemia tienen incrementado el nimero de glébulos rojos en
relacion a los valores de hemoglobina. Mientras que los pacientes
con deficiencia de hierro, ademas de hemoglobina baja, tienen el

namero de glébulos rojos bajo.



e Sila morfologia eritrocitaria es anormal. Algunas veces al analizar el
frotis sanguineo se observan células drepanociticas, o en blanco de
tiro, lo que sugiere la presencia de hemoglobina S o de talasemia.

e Si el paciente presenta cianosis o ictericia conjuntival o generalizada.

e Si existen antecedentes familiares de hemoglobinopatia.

e Finalmente es importante considerar el origen étnico sobretodo ante

la presencia de anemia crénica.

Posteriormente analizamos las herramientas necesarias para realizar el

diagnéstico de las hemoglobinopatias y las clasificamos como: 1) basicas; 2)

complementarias y 3) confirmatorias.

1)

2)

Las herramientas basicas incluyen el hemograma o citometria hematica
(deben considerarse los indices hematoldgicos como cuenta de gébulos
rojos, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM y la distribucién del tamafio
de los l6bulos rojos), morfologia de los eritrocitos, recuento de

reticulocitos y cinética de hierro.

Las herramientas complementarias, incluyen técnicas que permiten
separar las proteinas de acuerdo a su carga eléctrica para y cuantificar
los diferentes tipos de hemoglobinas, asi como técnicas que se basan
en otras propiedades fisicoquimicas como la estabilidad del tetramero, la
formacion de metahemoglobina etc. Ejemplos de éstas serian: HPLC
(cromatografia liquida de alta resolucién), isoelectroenfoque,

electroforesis capilar, electroforesis acida y alcalina en acetato y en



3)

agarosa, pruebas de estabilidad (si estoy tratando una hemoglobina
inestable), cuantificaciones de metahemoglobina, pruebas de solubilidad

o de induccion de drepanocitos, etc.

Las herramientas confirmatorias se basan en los estudios del ADN para
identificar las mutaciones de los genes globinicos o de las regiones que
regulan su expresion. Estas herramientas incluyen la amplificacion de
segmentos de ADN por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y su
andlisis por RFLP (Polimorfismos en longitud de los fragmentos de
restriccion), por el polimorfismo conformacional de cadena simple, por la
electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes, por la
amplificacion refractaria especifica de mutaciones (en esta técnica se
utilizan iniciadores o “primers” con caracteristicas muy particulares, que
permiten identificar la mutacion y por PCR-ASO, o sea amplificacion por
la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando sondas especificas de
la mutacién, esta técnica se diferencia de la amplificacion refractaria
alelo especifica en el tipo de iniciador. Otras herramientas mas
sofisticadas incluyen el analisis de alta resolucidén con curvas de fusién o
HRM asi como el andlisis de mutaciones por microarreglos, ambas
técnicas utilizan sondas especificas. Finalmente una herramienta que
permite la visualizacidon de y el esclarecimiento de muchos tipos de
mutacion es la secuenciacion de ADN. Si embargo es importante
mencionar que hay ocasiones en las que aln con secuenciacion

completa del gen, no se identifica la mutacién, porque ésta puede estar



en otras regiones reguladoras que ya se conoce pueden modificar la

expresion de los genes globinicos.

Flujogramas o algoritmos.

Para el andlisis de diferentes tipos de hemoglobinopatias son muy utiles los
flujogramas o algoritmos. Por ejemplo, para las talasemias es muy importante
considerar el volumen corpuscular medio (VCM), la hemoglobina corpuscular
media(HCM) y los valores de la hemoglobina A2 y de la hemoglobina fetal (Figura
1). Un individuo normal tiene VCM >78 fL, hemoglobina corpuscular media HCM
>27pg, hemoglobina A2 <3% y hemoglobina fetal normal (1-2%). Sin embargo, si
encontramos microcitosis (VCM <78 fL), hipocromia (HCM <27pg), hemoglobina
A2 mayor de 3.5% y fetal en los niveles de 0.1 a 7%, puede ser un portador de
talasemia beta; se hace el analisis para las diferentes mutaciones y se identifica
como portador. No obstante, si, con las mismas caracteristicas, la hemoglobina A2
es menor al 3.5%, o sea es baja o normal, se deben hacer estudios de la cinética
de hierro para identificar si hay deficiencia, hacer la correccion y volver a estudiar.
Si el hierro es normal se hace un andlisis de los genes alfa globina y se pueden
identificar aqui los portadores de talasemia alfa; pero, puede ser que sean
portadores de talasemia alfa y portadores de talasemia beta. Es decir, hay una
condicion en la que hay talasemia beta con hemoglobina A2 normal. Ademas, si
los valores de hemoglobina fetal estan elevados (A2 normal y valores de

hemoglobina fetal entre 2 y 30%), es necesario cuantificar muy bien la



hemoglobina fetal, ver la distribucion de las células fetales y hacer un analisis de
ADN para definir el tipo de mutacion para definir si se trata de una delta-beta

talasemia o persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal.

Para la identificacién de variantes comunes como la hemoglobina S,
podemos partir de la observacion de dos bandas, Ay S, entonces, hay que
realizar las pruebas de solubilidad (Figura 2). Si da positivo puede ser un
heterocigoto para hemoglobina S o puede ser una combinacién de hemoglobina S
con talasemia beta+. Es muy importante hacer esta diferenciacién entre la
talasemia beta de tipo mas, porque hay una banda de hemoglobina Ay las de tipo
cero, solo se ve una banda de hemoglobina S. En el caso negativo hay que
realizar electroforesis en agarosa a pH &cido, evaluar los indices de glébulos rojos
y buscar si la banda o pico con movilidad de hemoglobina S, que puede ser otra
variante como la hemoglobina lepore, D o G. Se deben realizar pruebas

confirmatorias, por estudios de biologia molecular.

En la figura 3 se observa lo que discutimos también sobre, si solo se ve una
banda anormal con movilidad de hemoglobina S, y un poco de hemoglobina fetal,
entonces, nuevamente se hace la prueba de solubilidad. Si es positivo hay que
confirmar que se trate solo de hemoglobina S con la electroforesis acida, por esta
prueba se pueden encontrar dos bandas y, en ese caso, hay que diferenciar si se
trata de un portador de hemoglobina D, lepore o alguna otra variante; si solo se ve
una banda, también se debe hacer un diagndstico diferencial con talasemia beta,
heterocigoto compuesto para hemoglobina S y talasemia beta. En el caso de una

prueba de solubilidad negativa se tiene que investigar si se trata de un homocigoto



para hemoglobina D u otra variante que migre en esa posicion, o heterocigoto
compuesto en esa variante que puede ser D (la mas comun) con talasemia beta, y

realizar pruebas confirmatorias.

Este tipo de algoritmos hay que analizarlos muy bien pues nos van a ayudar
a identificar estas patologias y de esta manera apoyar tanto a los médicos como a

los pacientes para el manejo adecuado de la enfermedad.

DIAGNOSTICO DE TALASEMIAS
A PARTIR DEL HEMOGRAMA, MORFOLOGIAY ELECTROFORESIS
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Figura 1. Flujograma para apoyar el diagnostico de talasemias.
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Figura 2. Flujograma para apoyar el diagndstico de variantes de la hemoglobina
con movilidad electroforética similar a la de la hemoglobina S.



FLUJOGRAMA QUE MUESTRA ELECTROFORESIS CON UNA SOLA
BANDA PRINCIPAL CON LA MOVILIDAD DE HEMOGLOBINA S
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Figura 3. Flujograma para apoyar el diagndéstico de anemia drepanocitica.
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