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RESUMEN

Las hemoglobinopatias constituyen las alteraciones monogénicas mas frecuentes en el
mundo. Se producen por mutaciones puntuales, deleciones o inserciones en los genes
gue codifican las cadenas de globina que pueden determinar una alteracién cualitativa
en la expresion de dichos genes (en el caso de las hemoglobinopatias estructurales) o
una disminucidn o ausencia de la expresién de las cadenas de globina

estructuralmente normales (en el caso de las talasemias).

Los flujos migratorios de las Ultimas décadas desde paises subdesarrollados hacia
paises desarrollados han provocado cambios significativos en la distribucion mundial
de estas patologias. El problema no consiste Unicamente en que su prevalencia haya
aumentado de forma muy llamativa, sino que, en paises desarrollados, el porcentaje
de poblacién portadora de al menos uno de estos defectos se espera que siga
aumentando en las préximas décadas. En los paises desarrollados, este aumento de
prevalencia tan marcado hace que los programas de screening sean cada vez mas

necesarios.

La presente tesis doctoral tiene como objetivo general demostrar la utilidad de la
hematimetria como herramienta en el diagndstico de presuncién de las

hemoglobinopatias.

Como objetivos especificos, se ha querido profundizar en el estudio de la 6B-talasemia
para intentar encontrar parametros que discriminen entre esta patologia y otras
formas muy frecuentes de microcitosis como la B-talasemia y la ferropenia. Ademas de

evaluar las diferencias en los hematies maduros de estas tres entidades se han
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analizado también las diferencias en sus parametros reticulocitarios. Ademas, se han
comparado 500 portadores de hemoglobinopatia estructural con 251 controles sanos
con el objetivo, no sélo de estudiar las diferencias entre ambos grupos, sino de crear
un modelo predictivo basado en estas diferencias que nos permita saber la
probabilidad que tiene un individuo de ser portador de una variante de hemoglobina.
Por ultimo, y dado que las dos hemoglobinopatias mas frecuentes en nuestro medio
son la Hb Sy la Hb C, se han analizado sus diferencias en los parametros del
hemograma y se han intentado explicar dichas diferencias a través de los cambios

fisiopatoldgicos de estos trastornos.

Los portadores de &B-talasemia presentaron valores superiores en VCM, HCM, CHCM
y, especialmente, en ADE en comparacién a los portadores de B-talasemia. El ADE fue
el pardmetro que mayor poder de discriminacion presenté. En los portadores de 6B-
talasemia, el aumento en la sintesis de cadenas gamma compensa en parte el déficit
de sintesis de cadenas beta. Por ese motivo, la hemoglobinizacion de los precursores
6B parece estar ligeramente aumentada en comparacién con los precursores B, lo que
explica que tengan una CHCM mayor, y, consecuentemente, sufran un menor nimero
de divisiones y tengan un VCM mayor que los portadores de B-talasemia. En cuanto a
las diferencias en el ADE, aunque las razones se desconocen, se sabe que los
precursores eritroides de la 6B-talasemia muestran una distribucidn heterogénea de la
Hb F, lo cual da lugar a distintos tamafios celulares y por tanto a mayor anisocitosis. El
coeficiente de Pearson demostrd una muy buena correlacion entre el porcentaje de Hb
Fy el ADE, lo que demuestra que el grado de anisocitosis de estos pacientes estd muy

relacionado con la cantidad de Hb F.
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Al comparar los portadores de talasemia (B y 6B) con los individuos deficientes en

hierro, se observaron diferencias significativas en todos los parametros.

En cuanto al estudio de reticulocitos en estos tres grupos de pacientes, se demostré
que las diferencias observadas en los pardmetros de laboratorio de los hematies
maduros se observan también en sus precursores mas inmediatos, los reticulocitos.
Los reticulocitos 6B-talasémicos, por el mencionado aumento de sintesis
compensadora de cadena gamma, presentan un mayor tamafio y concentracién de
hemoglobina que los reticulocitos B-talasémicos. Se confirmé ademads la mayor
anisocitosis de los reticulocitos §B-talasémicos, aunque el grado de correlacién entre la
Hb F y el ADE de los reticulocitos fue menor que el observado en los hematies
maduros. En cuanto a los sujetos con ferropenia, presentaron un mayor porcentaje de
reticulocitos inmaduros a pesar de tener un menor recuento absoluto de reticulocitos,
lo que sugiere un mayor grado de eritropoyesis ineficaz en comparacién con los

portadores de talasemia.

Al comparar los hematies de individuos portadores de hemoglobinopatia estructural
frente a hematies de sujetos sanos, se observaron diferencias significativas en todos
los parametros analizados, con la excepcion de Hb y HDW. El hecho de tener asociada
ferropenia y/o a-talasemia no influyé en estas diferencias, lo que pone de manifiesto
que el tipo de cadena de B-globina influye en el fenotipo de los hematies. En concreto,
los hematies de los portadores de hemoglobinopatia estructural fueron mas pequenos,

mas densos y mostraban una mayor anisocitosis que los hematies de controles sanos.

Con los 4 parametros que demostraron mayor capacidad discriminatoria entre

portadores y controles (VCM, ADE, %MICRO y M/H), se desarrollé un modelo
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predictivo diagndstico, utilizando el punto de corte para cada uno de estos pardmetros
con la mejor combinacidn de sensibilidad y especificidad. Segun esto, a cada una de las
muestras (casos y controles) se le asigné una puntuacién final desde 0 hasta 4,
dependiendo de cuantos de los siguientes criterios cumplia: VCM menor de 88.4 fl,
ADE mayor de 13.4%, %MICRO mayor de 0.8% o M/H mayor de 0.7%. Segun nuestros
resultados, una puntuacion de 4, 3, 2,1 6 0, resultd en una probabilidad de ser
portador de cualquier hemoglobinopatia estructural del 98.32%, 85.23%, 66.67%,
36.26% 0 9.64% respectivamente. Segun estos resultados, con una puntuacion de 3-4
se deberia investigar la posibilidad de que un individuo tenga una Hb variante,

mientras que si la puntuacién es baja el diagndstico es poco probable.

También se analizaron las diferencias entre portadores de Hb Sy Hb C, que son las dos
variantes de Hb mas frecuentes en nuestro medio y las de mayor trascendencia clinica.
Los portadores de Hb C presentaron un tamafio menor (mayor VCM y %MICRO) y una

mayor densidad (CHCM, %HIPER) que los portadores de Hb S.

Cuando se analizaron los portadores de Hb S 0 Hb C que ademas presentaban una a-
talasemia se observo que, en ambos casos, presentaban mayor microcitosis,
hipocromia y anisocitosis. Estos resultados son similares a los publicados en la
literatura, con la novedad de que en esta tesis se han incluido las poblaciones

eritrocitarias en el analisis.

En conclusion, los hallazgos de la presente tesis doctoral han permitido profundizar en
el conocimiento de la hematimetria y en su aplicacion como herramienta de
diagndstico de presuncion de las hemoglobinopatias. Estos hallazgos han demostrado

que: a) el ADE es el pardmetro que mejor discrimina entre portadores de §B-talasemia
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y B-talasemia y tiene una fuerte correlacién con el porcentaje de Hb F de estos
individuos, b) las diferencias en pardmetros de laboratorio de los hematies maduros
encontradas en 6B-talasemia, B-talasemia y ferropenia también se pueden observar en
los pardmetros reticulocitarios, c) se puede predecir que un individuo sea portador de
hemoglobinopatia estructural mediante un modelo estadistico basado en parametros
del hemograma, d) los hematies de portadores de Hb C son mds densos y mas

pequefios que los hematies de portadores de Hb S.
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ABSTRACT

Haemoglobinopathies are the most common genetic disorders worldwide and
constitute a significant public health problem. They are caused by mutations in the
globin genes and/or regulatory elements that may produce defective synthesis
(thalassaemias) or change the structure of the gene products [structural

haemoglobinopathies or variant haemoglobins (Hb)].

There has been a significant impact of migration flows in their increase of prevalence
in first-world countries and haemoglobinopathies have become an emerging public
health problem. The health burden of haemoglobinopathies is expected to increase in
the upcoming decades, so the number of individuals needing diagnosis and
management for these conditions is increasing in both underdeveloped and first-world
countries. Therefore, efficient screening programmes are becoming necessary.
Clinicians need to be able to accurately identify Hb variant carriers and provide
adequate genetic counseling to them in order to prevent the occurrence of

homozygous or compound heterozygous offspring as far as possible.

The general aim of this thesis work is to broaden the knowledge about the role of the
red blood cell (RBC) laboratory parameters provided by the Advia 2120 analyser in the

diagnosis of haemoglobinopathies.

The specific aims are: 1) to analyze the differences not only in classic haematologic
parameters but also in RBC subpopulations among 6B-thalassaemia trait (§B-TT), B-
thalassaemia trait (B-TT), and iron deficiency anaemia (IDA); 2) to clarify the role of Hb

F in elevated RDW; 3) to analyse the differences in reticulocyte indices between 6B-TT,
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B-TT and IDA; 4) to correlate those differences with the physiopathological features of
these three types of microcytosis; 5) to identify RBC laboratory parameters that
discriminate between structural haemoglobinopathy carriers and healthy subjects; and

6) to compare RBC laboratory indices between HbAS and HbAC individuals.

Red blood cell distribution width (RDW) was significantly higher in 63-TT compared
with B-TT, as was mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular haemoglobin
(MCH), and mean corpuscular haemoglobin concentration (MCHC). Pearson coefficient
showed a good correlation between Hb F and RDW. The values obtained for all the
parameters were significantly different between patients with thalassemia (B and 6pB)

and IDA.

Previously described differences between 8B-TT, B-TT and IDA in the corpuscular
indices of mature red blood cell can also be observed in reticulocytes. RDWr was
significantly higher in 6B-TT compared with B-TT, and so were HDWr, CHr and MCVr.
Iron deficient subjects present a higher percentage of immature reticulocytes, but
lower absolute number of reticulocytes compared with thalassaemic individuals,

suggesting a more inefficient erythropoietic activity.

The erythrocytes of structural haemoglobinopathy carriers are smaller, denser and
have a slightly higher degree of anisocytosis than erythrocytes of healthy subjects.
There are significant differences in most of laboratory parameters between variant Hb
carriers and healthy subjects. A clinical prediction rule was developed by assigning one
point to each of the most efficient variables: mean corpuscular volume (MCV) <88.4 fl,
RBC distribution width (RDW) >13.4%, percentage of microcytic RBC (%MICRO) >0.7%

and the ratio of microcytic RBC to hypochromic RBC (M/H) >0.8. A score of 0, 1, 2, 3 or

22



4, resulted on a probability of 9.64%, 36.26%, 66.67%, 85.23% or 98.32% respectively.
Among the most frequent variant Hb, HbAC subjects showed lower values of
parameters related to cell size (MCV, %MICRO) and higher values of parameters

related to haemoglobin concentration (MCHC, %HYPER) compared to HbAS subjects.

In conclusion, the findings of the present thesis work have broadened the knowledge
of haematologic laboratory parameters and their applicability as pressumptive
diagnostic tools for haemoglobinopathies. These findings have demonstrated that: a)
RDW is the most efficient parameter to discriminate between 6B-TT and B-TT, and
there is a strong correlation between the persentage of Hb F and RDW in these
subjects, b) previously described differences between &B-TT, B-TT and IDA in the
corpuscular indices of mature red blood cell can also be observed in reticulocytes, c)
structural haemoglobinopathy investigation should be performed in subjects belonging
to ethnic groups with high prevalence of variant Hb and showing a score value of 3 or
4, d) erythrocytes of HbAC subjects are smaller and denser than erythrocytes of HbAS

subjects.
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ABREVIATURAS

%HIPER: porcentaje de hematies hipercrémicos

%HIPO: porcentaje de hematies hipocrémicos

%MACRO: porcentaje de hematies macrociticos
%MICRO: porcentaje de hematies microciticos

2,3-DPG: 2,3-difosfoglicerato

a: alfa

ABC: area bajo la curva

ADE: ancho de distribucidn eritrocitaria

ADETr: ancho de distribucion reticulocitario

ADN: acido desoxirribonucleico

ALA: 4cido amino levulinico

ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

B: beta

CHCM: concentracién de hemoglobina corpuscular media
CHCMr: concentracion de hemoglobina corpuscular media reticulocitaria

CHr: contenido de hemoglobina reticulocitaria
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Cl: cloro

CO: mondxido de carbono

CO;: diéxido de carbono

6: delta

€: epsilon

Fe: hierro

fl: fentolitros

FRI: fraccion de reticulocitos inmaduros

y: gamma

g/dl: gramos/decilitro

Glu: acido glutamico

Gln: glutamina

H,0: agua

Hb: Hemoglobina

HBAC: cluster de genes alfa globina

HBBC: cluster de genes beta globina

HCM: hemoglobina corpuscular media

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

H-RTC: reticulocitos con contenido alto de ARNm
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K*: potasio

Kb: kilobases

I: litro

LCR: regidn de control del locus de la beta globina

L-RTC: reticulocitos con bajo contenido de ARNm

Lys: lisina

pl: microlitros

Km: micrometros

M/H: cociente microcitosis/hipocromia

MLPA: amplificacién multiple dependiente de sonda

mmHg: milimetros de mercurio

M-RTC: reticulocitos con contenido medio de ARNm

Na*: sodio

nm: nandémetros

O2: oxigeno

Pso: presion parcial de O2 para la cual la hemoglobina se encuentra saturada al 50%

pb: pares de bases

PBG: porfobilindgeno

PCO,: presion parcial de didxido de carbono
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PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

pg: picogramos

PHHF: persistencia hereditaria de hemoglobina fetal

PO;,: presion parcial de oxigeno

Ret He: equivalente de hemoglobina reticulocitaria

RST: receptor soluble de la transferrina

RT: receptor de la transferrina

SDS: sodio dodecil sulfato

Val: valina

VCM: volumen corpuscular medio

VCMr: volumen corpuscular medio reticulocitario

(: zeta
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INTRODUCCION



1. HEMOGLOBINA

1.1. CONCEPTO

La hemoglobina (Hb) es una proteina globular, que se encuentra en grandes
cantidades dentro de los hematies, y que tiene una gran importancia fisioldgica para el
aporte normal de oxigeno (O;) a los tejidos. Es de un color rojo caracteristico, y
transporta el O, desde los érganos respiratorios hasta los tejidos, el didxido de
carbono (CO2) desde los tejidos hasta los pulmones que lo eliminan, y también
participa en la regulacion de pH de la sangre en vertebrados y algunos invertebrados.

Sus valores normales en sangre son 13-18 g/dl en el hombre y 12—-16 g/dl en la mujer.

1. 2. ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA

La Hb es una molécula casi esférica con un didmetro de unos 5,5 nm. Es una proteina
tetramérica con 4 grupos prostéticos Hemo, uno asociado con cada cadena
polipeptidica. El Hemo consiste en un idn divalente de hierro (ién ferroso, Fe?*)
contenido en el centro de un gran heterociclo organico llamado porfirina, constituido
por cuatro grupos pirrélicos unidos entre si. La hemoglobina adulta (Hb A) contiene 2
tipos de cadenas de globina: 2 a (cada una de ellas constituida por 141 residuos) y 2 B
(de 146 residuos cada una), con dos ejes de simetria (Bunn et al, 1986; Weatherall et
al, 1981). Su estructura presenta varios niveles de complejidad. La estructura primaria
esta formada por la secuencia de aminoacidos ensamblada mediante uniones
covalentes (enlaces peptidicos y puentes disulfuro). Por otro lado, la estructura

secundaria hace referencia a la disposicién de los aminoacidos en patrones
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estructurales tipicos como la hélice a o la ldamina B, que son especialmente estables
(Pain et al, 1970; Krigbaum et al, 1973).

La estructura terciaria se define como el plegamiento de la estructura secundaria para
dar lugar a una estructura globular o subunidad proteica. Es decir, qué situacién en el
espacio ocupan los residuos de aminoacidos que forman parte de la estructura lineal
(Lindstrom et al, 1973). Finalmente, la estructura cuaternaria consiste en la asociacién

de las distintas subunidades de la proteina (Nelson et al, 2008; Kakar et al, 2010).

Las cadenas de Hb humana han sido denominadas de acuerdo con las letras del
alfabeto griego. Existen 6 tipos diferentes de cadenas de globina (dos tipo alfa y cuatro
tipo beta o no alfa): Alfa (a), Beta (B), Gamma (y), Delta (8), Epsilon (g) y Zeta (Q). De las
combinaciones dos a dos entre las cadenas tipo alfa y no alfa de las diferentes cadenas
de globina se van a formar las diferentes hemoglobinas, en los periodos embrionario,

fetal, neonatal y adulto (Voet et al, 1990; Perutz et al, 1970; Dikerson et al, 1983).

1. 3. FUNCIONES DE LA HEMOGLOBINA

Su funcién principal es la de transportar O; desde los pulmones hasta los tejidos. Para
la realizacion de esta funcion es esencial el mantenimiento de la estructuray la
configuracion espacial de la molécula de Hb (Villegas et al, 2001A; Safo et al, 2011). La
Hb tiene dos formas cuaternarias distintas. La primera es la forma T (tensa) o desoxiHb
gue es muy estable en ausencia de O3. La segunda es la forma R (relajada) u oxiHb, que
se estabiliza gracias al O;. La curva de disociacion del O3 es sigmoidea debido a la
cooperatividad que existe para unir las moléculas de O, (Figura 1), ya que estas

favorecen un cambio conformacional (de la forma T a la forma R) en las subunidades
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restantes, lo que facilita la unién de mas moléculas de O; en dichas subunidades. En
consecuencia, la Hb se comporta como una enzima alostérica (Nelson et al, 2008).

Se define Psg como la presidn parcial de O; para la cual la Hb se encuentra saturada al
50%. En condiciones fisioldgicas la Pso es de 26,6 mmHg. La Pso se entiende como una
medida inversa de la afinidad; es decir, a mayor afinidad de la Hb por el O,, menor sera
el valor de la Psg y viceversa.

Existen diversos factores fisioldgicos que regulan la afinidad de la Hb por el O; tales
como el pH, temperatura, presién parcial de CO; (pCO;) y presencia de 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPG) (Dikerson et al, 1983). La influencia del pH se conoce como
efecto Bohr y consiste en una disminucién de la afinidad a pH acido, lo que facilita la
liberacién de O3 en los tejidos donde el idn bicarbonato y el acido lactico acidifican el
medio (Riggs et al, 1988). Lo mismo ocurre con el aumento de temperatura o de pCO..
Ademas, existen otros factores exdgenos y enddgenos que pueden afectar a la Pso.
Entre los que producen una disminucidn de la afinidad se encuentran el proceso de
adaptacion a la altitud, el hipertiroidismo, la obstruccién pulmonar grave y la anemia
cronica. Todas estas situaciones generan un aumento de 2,3-DPG, que es el
responsable de la disminucion de la afinidad. a presencia de 2,3-DPG aumenta el valor
de la Pso, es decir, disminuye la afinidad de la Hb por el O;, desplaza la curva de
disociacion de la Hb hacia la derecha, y aumenta la cesién de O; a los tejidos.

Ademas de estos factores, existen Hb patoldgicas con afinidad disminuida. Por otro
lado, en los estados de shock o la sangre almacenada disminuye el 2,3-DPG vy, por
tanto, la afinidad de la Hb por el O, aumenta. También hay Hb variantes patoldgicas
con la afinidad aumentada.

Otra de sus funciones es el transporte de éxido nitrico, un potente vasodilatador.
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Figura 1. Curva de disociacion de la oxihemoglobina. Cuando la afinidad por el O; esta
aumentada, la curva de disociacidn de la Hb estd desplazada hacia la izquierda y por lo tanto, la Pso
estd disminuida. Por el contrario, se encuentran valores de Pso mas altos en situaciones que impliquen
disminucion de afinidad por el O2. En esos casos la curva de disociacion se desplaza hacia la derecha.

1. 4. SINTESIS DE GLOBINA

Los seis tipos diferentes de cadenas de globina (a, B, y, 6, €, {) se expresan en
diferentes etapas del desarrollo humano, lo que requiere la existencia de un minimo
de seis genes estructuralmente diferentes (Fritsch et al, 1980) (Figura 2).

Todos los genes de globina son estructuralmente similares, y estan constituidos por
tres dominios fundamentales: la regién promotora (situada a la izquierda en el
extremo 5’), el gen estructural y la regién de poliadenilacion (que se situa a la derecha
en el extremo 3’). Ademas, en cada cluster existe una region reguladora, esencial para
la trascripcion de cada gen. En el cluster beta esta regidn recibe el nombre LCR (locus
control region) y se encuentra situada 5’ al gen epsilon a unas 20 Kb del gen beta, y en
el cluster alfa se denomina HS-40 y se situa a unas 40 Kb del gen zeta. En estas

regiones se unen los factores de transcripcién especificos del eritrocito (GATA-1y NF-
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E2) que, posteriormente, interactuaran con los factores de trascripcion de las zonas
promotoras para que se realice la trascripcion.

La regidn promotora comprende aproximadamente 150 pb y esta constituida por una
serie de secuencias esenciales para la iniciacidn exacta y eficiente de la transcripcion.
Estas secuencias se agrupan en tres grupos o bloques denominados cajas, que se han
mantenido constantes en los diferentes genes y donde se fijan los diferentes factores
gue regulan la trascripcién. El gen estructural contiene tres secuencias codificadoras
(exones) separadas por dos secuencias que no se traducen (intrones) (Gonzdlez et al,
2015). En el extremo 5’ del 12 exdn y en el extremo 3’ del 32 exdn existen dos
pequeias secuencias que se transcriben y no se traducen denominadas UTR, que son
importantes para regular la traduccién (en el caso de la 5" UTR) y para la estabilidad del
ARNm (en el caso de 3’ UTR). Finalmente, la region de poliadenilacién (Poly A) se situa
a la derecha (extremo 3’), y es esencial para el transporte del ARNm del ntcleo al
citoplasma y para su estabilidad (Gonzdlez et al, 2015).

Después de la trascripcidn, el ARNm monocatenario es sometido a una serie de
modificaciones (procesamiento) para que pueda pasar del nucleo al citoplasma y servir
de molde para la traduccién. Asi, el extremo 5' es modificado por el proceso
denominado "capping", que consiste en la adicion del CAP (7-metil-guanosina) al
nucledtido 1 del ARNm (Talkington et al, 1980). Esta estructura contribuye al aumento
en la eficacia de la traduccién y estabilidad del ARNm. En el extremo 3' tiene lugar la
escision del ARNm por la secuencia AAUAAA seguida de la adicién, en ese mismo

punto, de la cola del Poly A, aproximadamente unas 200 pb (Gonzdlez et al, 2015).
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La ultima modificacidn que sufre el ARNm antes de su traduccion, es el proceso
conocido como "splicing" (empalme), durante el cual los intrones son eliminados y los

exones se unen para formar un ARNm maduro.
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Figura 2. Clusters de genes de globina

La expresion del gen de la globina en el HBBC sufre dos cambios durante la ontogenia:
el cambio de Hb embrionaria a fetal, coincidiendo con la transicién de hematopoyesis
primitiva a la definitiva, y el cambio de globina fetal a adulta durante el periodo
perinatal (Ver apartado 1.8: Ontogenia de la Hemoglobina Humana). Ambos cambios
se controlan exclusivamente a nivel transcripcional (Stamatoyannopoulos et al, 2001).
Posteriormente, la traduccion de cadenas de globina se produce en el citosol de

eritroblastos y reticulocitos.

1. 5. ENSAMBLAIJE DE LAS SUBUNIDADES DE HEMOGLOBINA
Las propiedades fisiolégicas de la Hb dependen del ensamblaje ordenado de
subunidades en los precursores eritroides. Una biosintesis eficiente de Hb requiere la

produccién balanceada de cadenas polipeptidicas ay B, permitiéndose un ligero
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desajuste en la biosintesis debido a los eficaces mecanismos proteoliticos de los
precursores eritropoyéticos (Jelinelc et al, 1982).

Una vez que cantidades equivalentes de subunidades a y B han sido traducidas de sus
respectivos polirribosomas y que el Hemo ha sido insertado, las subunidades de Hb
formardan dimeros a-f facilitados por la atraccién electrostatica de la subunidad a
cargada positivamente con la subunidad B cargada negativamente. Estos dimeros se
disocian muy lentamente, al contrario que el tetramero que se disocia en dimeros con
facilidad (Anfinsen et al, 1973; Perutz et al, 1970).

Este modelo de ensamblaje de la Hb es capaz de explicar los diferentes niveles de
variantes de Hb con cargas positivas y negativas que pueden encontrarse en individuos
heterocigotos, asi como el efecto que la a-talasemia y los estados de deficiencia de
Hemo ejercen en la modificacidn del nivel de las variantes de Hb.

Como podria esperarse del patrén de herencia, ya que un gen es heredado de cada
progenitor, un individuo heterocigoto para una variante de cadena 3 deberia tener
aproximadamente niveles iguales de Hb normal y anormal. Sin embargo, diversos
factores independientes influencian la formacién de Hb normal y de variantes.

Por un lado, algunas variantes de Hb se sintetizan en una cuantia significativamente
mas baja que su contrapartida normal. Tal es el caso de la Hb E, Hb Lepore y Hb
Knossos (Orkin et al, 1984), en las cuales la mutacion conduce a un defecto en el
procesamiento del ARNm y por tanto a una sintesis reducida de la proteina que origina
y, en consecuencia, un fenotipo talasémico. Por el contrario, la gran mayoria de las
variantes tienen unos indices de transcripcion y traduccién normales, existiendo otros
factores que determinan la cuantia de esta Hb en los hematies. Algunos de estos

factores son:
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1) Estabilidad de la subunidad anémala. La mayoria de las variantes inestables de la

cadena B representan menos del 20% del total de Hb debido a un aumento en el
catabolismo de la variante, tanto en los precursores eritroides como en la
circulacion periférica.

2) Diferencia en la velocidad del ensamblaje de las subunidades. Esto puede

explicar las desigualdades en los niveles de la mayor parte de las variantes
estables. En estos casos, si la variante B es producida con velocidad, estabilidad y
solubilidad normal, los heterocigotos deberian tener igual cantidad de Hb normal
que anormal. Sin embargo, en muchas ocasiones no ocurre asi, encontrandose
variantes B en cantidades significativamente mds bajas que la Hb A. Esto suele
producirse con las Hb anormales que poseen cadenas cargadas positivamente en
las que, ademas, al asociarse con a-talasemia, la cantidad de variante cargada
positivamente disminuye en proporcidn al nimero de genes a delecionados. En
contraste, las variantes cargadas negativamente estan a menudo presentes en
cantidades mayores que la Hb A en los heterocigotos cuando se asocian con a-

talasemia (Beale et al, 1965).

1. 6. HEMOGLOBINAS EMBRIONARIAS

En 1961, Huehns y colaboradores descubrieron dos nuevas Hb en la sangre de

embriones humanos (Huehns et al, 1961). Dichos autores observaron que ambas eran

diferentes de la Hb Ay de la Hb F, y dichas Hb embrionarias fueron denominadas

Gower 1y Gower 2. Posteriormente, Capp y colaboradores denominaron Hb Portland |

a una nueva Hb que poseia propiedades electroforéticas semejantes ala Hb A a pH

alcalino, pero que migraba mas rdpidamente que esta a pH acido (Capp et al, 1970).
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Unos afos mas tarde, en 1984, Randhawa y colaboradores descubrieron las Hb
Portland Il y Il (Randhawa et al, 1984). Las Hb embrionarias tienen una afinidad por el
0O; similar a la de las Hb de los recién nacidos. En cuanto a su estructura, las Hb
embrionarias estan formadas de la siguiente manera, siendo la cadena T “a-like” y la
cadena € “B-like” (Huehns et al, 1961):

Hb Gower 1: de estructura [{2€2]

Hb Gower 2: de estructura [a2€;]

Hb Portland: de estructura [(2y2]

Son tres hemoglobinas transitorias, con una elevada afinidad por el oxigeno.

1. 7. HEMOGLOBINAS NORMALES DEL RECIEN NACIDO Y DEL ADULTO

1.7.1. HEMOGLOBINA FETAL (Hb F)

Constituye en el recién nacido el 60-95% del total de Hb. Dichos niveles descienden
progresivamente durante los 6 primeros meses de vida hasta alcanzar el 2%
aproximadamente, y después se mantienen >1% en la mayoria de casos hasta los 2
anos. En adultos los valores normales estan por debajo del 1% (Pataryas et al, 1972).
Es una Hb heterogénea, cuya cadena y difiere de la  en 39 de los 146 aminoacidos. En
1968 se demostré la existencia de dos cadenas gamma, denominadas y® (cadena con
un residuo de glicina en la posicion y*3®) y y* (cadena con un residuo de alanina en la
posicidn y38). En el recién nacido el 68-75% es y°y el 25-32% es y* (ratio 3:1); por el
contrario, en el adulto, la pequefia cantidad de Hb F que existe contiene 40% de y®y

60% de y*, teniendo lugar dicha transicion en el 12 afio de vida (Gilman et al, 1985).
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Es relativamente frecuente, en la cadena gamma, la sustituciéon de treonina por
isoleucina en la posicién 75. Esta sustitucidn se produce exclusivamente en la cadena
V", por lo que se designa como Ay, y se conoce como Hb F Sardinia. Esta variante de
Hb F se ha descrito en el 30% de los recién nacidos blancos y en el 20% de los negros
americanos (Huisman et al, 1991).

Desde el punto de vista funcional, la Hb F tiene una mayor afinidad por el O; que la Hb
A. Esto es consecuencia de la incapacidad de la Hb F para unirse al 2,3-DPG con la
misma intensidad que la Hb A, lo que le aporta una ventaja funcional en la captacion
de O; a presiones bajas (PO2 45 mmHg), como sucede en el intercambio placentario.
Los niveles de Hb F en el adulto se sittan por debajo del 2%. Sin embargo, el desarrollo
de los métodos de HPLC ha demostrado que dichos niveles pueden ser ligeramente
superiores en hemoglobinopatias como la 6B-talasemia fundamentalmente, aunque
también en B-talasemia, en homocigotos para Hb S, Hb Cy Hb E, asi como en otros
trastornos adquiridos como anemia megaloblastica, y muy superiores en aquellos
individuos con Persistencia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) (Nagel et al,
1990). Ademas, los niveles de Hb F pueden verse afectados por diferencias en la
atraccion para ensamblaje de unas cadenas de globina con otras. Se ha sugerido que
las subunidades alfa se combinan con menor facilidad con las gamma que con las beta,
observandose Hb F mas baja en recién nacidos con a-talasemia que en aquellos recién

nacidos normales o con déficit de hierro.

1. 7. 2. HEMOGLOBINA DE BART
Se encuentra en cantidades menores del 2% en los heonatos normales. Es un

tetrdmero y4 funcionalmente andmalo, con una afinidad aumentada porel O, y
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ausencia de la interaccion Hemo-Hemo y efecto Bohr. Se encuentra significativamente

aumentada en los recién nacidos con alfa talasemia y excepcionalmente en el adulto.

1.7.3. HEMOGLOBINA A
Aproximadamente constituye el 97% del total de Hb en el adulto, mientras que en el
recién nacido tan solo representa un 20-40%. Esta formada por dos cadenas a y otras

dos B unidas por 4 grandes areas de contacto: interfases alf1, a2f2, alf2 y a2p1.

1. 7. 4. HEMOGLOBINA A;

Estd formada por dos cadenas a y dos cadenas 6. En el neonato representa menos del
0.5% del total de la Hb, mientras que en adultos supone aproximadamente el 2 £ 0.3%.
Su estructura es muy homogénea debido a que las cadenas By 6 de Hb tan sélo
difieren en 10 de los 146 aminoacidos que componen la secuencia primaria de la
cadena B. Su significado fisioldgico no se conoce con exactitud aunque probablemente
tenga una funcién parecida a la Hb A.

Esta siempre aumentada en las B-talasemias, y pueden encontrarse también valores
elevados en algunas de las variantes de Hb como la Hb SS, en la anemia
megalobl3astica, el hipertiroidismo y en algunos pacientes con malaria. Por otra parte,
se encuentra disminuida en estados de carencia de hierro, anemias sideroblasticas, y

en las a, 6, 6B-talasemias, Hb Lepore y en la PHHF (Steinberg et al, 1991).

1. 7. 5. OTRAS HEMOGLOBINAS
Ademads de estas hemoglobinas, existen otras denominadas menores, llamadas A1,

Aip, A1c, A1d Y Aze. La mas importante es la Hb Ai, que supone aproximadamente un
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3% del total de Hb en los hematies adultos normales (Garlick et al, 1983). Difiere de la
Hb A Unicamente en el grupo amino N-terminal de cada cadena beta, el cual esta unido
de forma no enzimdtica a una molécula de glucosa (Bookchin et al, 1968; Bunn et al,
1975). Los pacientes con diabetes mellitus tienen niveles de Hb Aic que son 2-3 veces
superiores a los valores normales (Bunn et al, 1978). Se ha demostrado que la
medicion de Hb Aic constituye un excelente marcador independiente del grado de

control diabético.

1. 8. ONTOGENIA DE LA HEMOGLOBINA HUMANA

A lo largo del desarrollo del ser humano la sintesis de Hb no se produce de manera
uniforme, sino que, tanto el tipo de cadena de globina predominante como el érgano
donde se sintetiza, van cambiando con el tiempo (Figura 3). La expresidon génica define
el tipo de Hb circulante, y es clave para entender la heterogeneidad de los tetrdmeros
de Hb.

Las Hb que predominan durante el periodo embrionario son las Gower 1, Gower 2 y
Portland. Se ha visto que, en los embriones mas jévenes examinados a los 37 dias de
gestacion, la proporcion de Hb Gower 1y Gower 2 es del 42% y 24% del total
respectivamente, y el resto de la hemoglobina es Hb F. En etapas posteriores la
proporcién de Hb Gower desciende progresivamente, hasta ser casi indetectables en la
semana 10-12 de gestacion (Nienhuis et al, 1981; Capp et al, 1970; Hech et al, 1966).
En cuanto a la Hb Portland, su tiempo de aparicidn y desaparicion ha sido mas dificil de
determinar, ya que su migracion en el gel de almiddn es muy similar a la de la Hb A. En
los fetos normales, a la 102 semana de gestacidon se observa un 20% de Hb Portland del

total de Hb (Deisseroth et al, 1976).
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La Hb F aparece precozmente durante la gestacidn, constituyendo el 30% del total de
Hb a los 37 dias de la gestacién y el 90% hacia la 82-102 semanas, permaneciendo asi
hasta poco antes del parto. Ambas cadenas y y a se sintetizan desde el principio del
embarazo y su relacion es de aproximadamente 3:1, que se mantiene constante.

A los seis meses de vida extrauterina la cantidad de Hb F es menor del 1%, aunque en
nifos normales puedan verse con frecuencia niveles del 2-5%, para posteriormente

situarse, al afio, en valores menores del 1%, que mantendrd durante toda la vida.

Lugar de la eritropoyesis
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Figura 3. Ontogenia de las cadenas de globina. Cambios en la sintesis de
cadenas de globina a lo largo del desarrollo y 6rganos donde se producen

La Hb A, en cuantia del 5%-10%, se detecta en fetos normales desde la 62 semana de
gestaciéon en adelante, aunque electroforéticamente no sea demostrable hasta la 122
semana (Deisseroth et al, 1976). Pequefias cantidades de cadena B pueden

comprobarse por sintesis de globinas antes de la 62 semana. Posteriormente, hacia la
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semana 12-20, se observa un ligero incremento en la sintesis de la cadena B, que ya va
a permanecer constante hasta iniciarse la sintesis de Hb A.

La Hb A; es la ultima en aparecer. Comienza a sintetizarse en el tercer trimestre de la
gestacion, detectandose Unicamente trazas de Hb A; en la sangre del cordén umbilical
en el momento del parto. Su sintesis se va incrementando entre los seis y doce
primeros meses de vida, momento en el que alcanza sus niveles definitivos.

Debido a que cada cadena de globina comienza a sintetizarse en un momento
diferente del desarrollo, es facil de comprender que las anomalias, tanto en su sintesis
como en su estructura, de los diferentes tipos de cadenas de globina se van a
manifestar en etapas diferentes.

Los defectos de las cadenas alfa se manifiestan mejor en los periodos fetal y neonatal.
Después del parto, la sintesis de cadena beta va aumentando y, puesto que la
apetencia de la cadena alfa es mayor por la beta que por la gamma, las cantidades de
Hb Bart (y4) se cuantifican mejor en el neonato que en el adulto. Ademas, como la
cadena alfa forma parte de las Hb Gower 2, Hb F, Hb Ay Hb A;, la sintesis de cadena
alfa se va a manifestar en todas las etapas del desarrollo. En cuanto a las variantes
estructurales de cadena alfa que pueden aparecer, van a tener el mismo porcentaje de
Hb andmala en el periodo neonatal que en el adulto. En cuanto a las anomalias de los
genes de la beta globina, sdlo se manifiestan de forma significativa en la etapa
postnatal, habitualmente en el segundo semestre de vida, cuando la Hb A normal que
deberia sustituir a la Hb F no esta presente (talasemia) o es anormal
(hemoglobinopatia estructural de cadena beta). Por ultimo, las variantes de Hb F

(cadenay) se detectan mejor en el periodo neonatal, desapareciendo en la vida adulta.
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2. ENFERMEDADES DE LA HEMOGLOBINA

Las hemoglobinopatias constituyen las alteraciones monogénicas mas frecuentes en el
mundo. Se producen por mutaciones puntuales, deleciones o inserciones en los genes
gue codifican las cadenas de globina, que pueden determinar una alteracién cualitativa
en la expresion de dichos genes (en el caso de las hemoglobinopatias estructurales) o
una disminucidn o ausencia de la expresién de las cadenas de globina
estructuralmente normales (en el caso de las talasemias) (Huisman et al, 1993).

A pesar de que en la gran mayoria de ellas la alteracién estructural no condiciona
ningln cambio significativo, por lo que cursan de forma silente o asintomatica, las
hemoglobinopatias estructurales y las talasemias constituyen uno de los problemas de
salud publica mas importantes en el mundo (Bunn et al, 1986). No obstante, su
incidencia es muy variable de unas regiones a otras, de forma que en algunos paises
como los norte-europeos su prevalencia en muy baja mientras que en otros son tan
comunes que la mayor parte de su poblacién es portadora de al menos una anomalia

genética que afecta a la estructura o a la sintesis de la Hb (Modiano et al, 1991).

El hecho de que las denominadas hemoglobinopatias comunes (a y B talasemias, Hb S,
Hb Cy Hb E) sean tan prevalentes en algunas regiones se explica fundamentalmente
por la proteccion que confieren a los sujetos portadores frente a la infeccién por
Plasmodium, originandose de esta forma una seleccién natural que es la responsable

de estas altas y mantenidas prevalencias (Kreuels et al, 2010, Bunn et al, 2013).
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Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado que en las zonas endémicas de
malaria las hemoglobinopatias se presentan con una alta frecuencia, mientras que en
las regiones del mundo donde no existe o no ha existido malaria constituyen una
rareza, debiéndose a mutaciones ocasionales o esporadicas. A pesar de que la
distribucién mundial de la malaria y de las hemoglobinopatias comunes se superpone,
esta distribucidn es parcheada, de tal forma que, pese a que en casi todas las regiones
con malaria existen hemoglobinopatias, estas no tienen por qué ser las mismas en
dichas areas geograficas, y cada hemoglobinopatia se circunscribe relativamente a una
regién determinada. La Hb S alcanza sus méaximas frecuencias en el Africa tropical y
subtropical, peninsula ardbiga e India, la Hb C en el oeste de Africa, laHb E en el
sureste de Asia, la B-talasemia en la cuenca del Mediterrdneo y Asia y la a-talasemia en

la India, sureste de Asia y Oceania (Williams et al, 2012; Piel et al, 2014).

Con el fin de explicar estas marcadas diferencias en la distribucién geografica de las
distintas hemoglobinopatias se ha sugerido que esta especie de seleccién natural
debida a la malaria habria tenido lugar en un periodo histdrico relativamente reciente
de las poblaciones humanas. Para que esta seleccion se produjera era necesaria una
alta densidad de poblacidn, la cual no ocurrid hasta el surgimiento de la agricultura en
los ultimos 5000 afos. Estudios de caracterizacion molecular de las diferentes
mutaciones y polimorfismos que determinan los diferentes haplotipos de los
cromosomas portadores de las mutaciones responsables de las hemoglobinopatias
estructurales, sugerian la posibilidad de que algunas de las mutaciones comunes (Hb S
y Hb E) aparecieran como eventos recientes sobre diferentes poblaciones ancestrales.

Sin embargo, una observacién mas critica de estos resultados indica que estas
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hemoglobinopatias podrian tener cada una un solo origen y se habrian distribuido por
recombinacion y conversion genética en una variedad de haplotipos diferentes, que
emergerian en cada subpoblacién por la seleccidn de la malaria, aumentando asi

dramaticamente su prevalencia (Flint et al, 1998).

2. 1. TALASEMIAS

Las talasemias constituyen un grupo heterogéneo de anemias hereditarias que se
transmiten con cardcter autosdmico recesivo y que se caracterizan por una
disminucion o ausencia en la sintesis de una o mas de las cadenas de globina que
forman la Hb, como consecuencia de mutaciones, deleciones o inserciones en los
genes que codifican dichas cadenas. Por tanto, las talasemias suponen un defecto
cuantitativo en la sintesis de la Hb (cuya estructura es normal), a diferencia de las
hemoglobinopatias estructurales en las que las alteraciones moleculares de estos
mismos genes determinan un cambio de uno o mas aminodcidos en la estructura de la
cadena defectuosa y por tanto suponen defecto cualitativo (Bain, 2011; Higgs et al,
1989; Higgs, 1993).

Se clasifican segun la cadena o cadenas de globina afectadas (Tabla 1) siendo las a y B-
talasemias las mas importantes por su frecuencia. También se incluyen en las
talasemias las variantes de Hb en las que, ademas del defecto cualitativo, también hay
una disminucién en la sintesis de esa cadena andmala y se comportan fenotipicamente
como una talasemia. Las a y B talasemias son ademas subdivididas en formas o y B°, en
las cuales no se produce sintesis de la cadena afectada, y en formas a* y B* cuando la

cadena es sintetizada pero en cantidad reducida.
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Tabla 1. Clasificacion de las talasemias

o talasemia

B talasemia

6B talasemia
v6B talasemia
ey6P talasemia
6 talasemia

y talasemia

hemoglobinopatias estructurales con fenotipo talasémico

Desde un punto de vista genotipico, en el caso de la B-talasemia, al existir un solo gen
B en cada locus o cromosoma, uno heredado del padre y otro de la madre, tendremos
B-talasemias heterocigotas que pueden ser alelos B* o B, correspondiendo estos casos
heterocigotos a los portadores asintomaticos o en ocasiones a talasemias intermedias
leves, mientras que los casos homocigotos o dobles heterocigotos corresponden a las
formas severas talasemia mayor o talasemia intermedia grave.

En las a-talasemias, al existir dos genes a en cada alelo, va a existir una mayor
complejidad genética, de forma que se distinguen principalmente 4 formas clinicas:
pérdida de un gen a en un alelo (a*-talasemia heterocigota); pérdida de dos genes a
bien un mismo alelo (a°-talasemia heterocigota) o bien uno en cada alelo (a*-talasemia
homocigota); enfermedad de la Hb H, que cursa como a una talasemia intermedia con
un grado de anemia muy variable y que corresponde a la pérdida de dos genes a en un

alelo y a la pérdida de uno en el otro alelo o en algunos casos de a-talasemia no
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delecién a la pérdida funcional del gen oz en cada alelo; e Hidrops fetalis por Hb Bart,

gue es incompatible con la vida y que corresponde a la pérdida de los cuatro genes a.

Desde un punto de vista clinico, las talasemias, segln su expresividad, se dividen en:
Talasemia Mayor (dependencia transfusional), Talasemia Intermedia (grupo
heterogéneo de sindromes talasémicos sintomaticos que precisan transfusiones
ocasionales/frecuentes), Talasemia minor (asintomaticos, tienen microcitosis e
hipocromia) y Portadores Silentes (no presentan sintomas y ni siquiera tienen

microcitosis ni hipocromia).

2. 1. 1. FISIOPATOLOGIA.

La repercusidn fisiopatoldgica y las consecuencias clinicas derivadas de estos
trastornos vienen determinadas, en primer lugar, porque, al sintetizarse menos
cantidad de una cadena de globina, se forma menos Hb normal dando lugar a la
aparicidn de microcitosis e hipocromia. Por otro lado, otro mecanismo que juega un
papel fundamental en la anemia que caracteriza a la talasemia consiste en que la
cadena producida en cantidad normal, al no poderse aparear con la cadena deficitaria,
se agrupa en homotetrameros mas o menos estables o precipita en el interior del
hematie produciendo alteraciones en su maduracién con desestructuracién de la
membrana. Esto favorece la apoptosis de los precursores eritroides dentro de Ia
médula désea (eritropoyesis ineficaz) o a nivel del eritrocito maduro una disminucién en
la supervivencia por destruccién en el sistema reticuloendotelial esplénico (hemdlisis)

(Figura 4).

48



En la B-talasemia predomina el componente de eritropoyesis ineficaz mientras que en
la a-talasemia predomina el componente hemolitico ya que las cadenas a sobrantes en
la B-talasemia son mucho mas inestables que el exceso de las cadenasyy B en la a-
talasemia (Higgs et al, 2012).

Las manifestaciones clinicas en las formas graves son debidas a la anemiay a la
eritropoyesis ineficaz, por lo que existirdn signos y sintomas comunes de toda anemia,
y signos y sintomas debidos a un aumento de los precursores eritroides en la médula
dsea (como alteraciones esqueléticas y osteoporosis) y fuera de ella (como

hepatoesplenomegalia y masas paravertebrales de hemopoyesis extramedular).
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Figura 4. Fisiopatologia de la talasemia.

Ademas, por la anemia, la hipoxia y la expansién de la eritropoyesis, existe una

disminucion de hepcidina que determina un aumento de la absorcidn intestinal del
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hierro con una sobrecarga de hierro secundaria que se acentuard por las transfusiones
en los casos transfusién-dependientes (Figura 4).

La primera vez que se describié la talasemia fue en el afio 1925, cuando los pediatras
Cooley y Lee describieron en 5 nifios la presencia de una anemia congénita con
esplenomegalia y cambios caracteristicos en la médula dsea. Sin embargo, no fue hasta
1932 cuando se utilizé por primera vez el término talasemia por Whipple, quien
denomind a estos trastornos “anemia talasémica”, nombre que propuso debido a la

frecuente presentacion de dichos sindromes en la zona mediterranea.

2.1. 2. ALTERACIONES MOLECULARES DE LAS TALASEMIAS

Los defectos moleculares pueden agruparse en dos grandes tipos: las mutaciones
extensas y las puntuales. Las mutaciones extensas son aquellas que implican
alteraciones de miles de pares de bases (pb) de la estructura de un cromosoma.
Pueden ser duplicaciones, deleciones y reagrupamientos en los que pueden verse
involucrados uno o varios genes o bien fragmentos de un gen. Las mutaciones
puntuales son las que implican cambios minimos (normalmente de una sola base) en el
ADN, que pueden ser inserciones, deleciones o sustituciones, y que afecta a uno de los

diferentes procesos moleculares involucrados en la expresién del gen.

2.1. 2. 1. B-talasemias

La mayoria de los defectos moleculares corresponden a mutaciones puntuales de un
Unico nucledtido o inserciones o deleciones de pocos nucledtidos que pueden afectar a
la transcripcion, al procesamiento del pre-ARNm o la traduccidn. Las mutaciones que

afectan a la transcripcion se localizan en la zona promotora y van determinar una
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reduccion leve de la sintesis de cadena (B *). Las mutaciones que afectan al
Procesamiento del ARN se localizan fundamentalmente en los intrones en las zonas
consenso, aceptoras y donadoras donde se realiza el splicing, en las zonas 5" y 3’ UTR, y
dan lugar a disminucidn variable de la sintesis dependiendo de su localizacién (B* 6 BP).
Finalmente las mutaciones que afectan a la traduccion, que constituyen el grupo mas
frecuente, se localizan en los exones determinando una ausencia de sintesis por el
alelo mutado (B°).

Al contrario que en las a-talasemias, solamente una minoria de las B-talasemias estan
producidas por deleciones en el gen. Se han descrito casi 300 alelos diferentes de -
talasemia, la gran mayoria de los cuales esta producido por mutaciones que afectan a
uno o muy pocos nucledtidos (Giardine et al, 2011). Estudios poblacionales indican que
tan sdélo 20 de estas mutaciones son las responsables de mas del 80% de los alelos B-
talasémicos (Kazazian et al, 1988).

Las deleciones exclusivas del gen B son mucho menos frecuentes que las del gen a, y
se circunscriben a determinadas areas geograficas. En la actualidad, se conocen unas
40 deleciones del gen de la B-globina situadas en la regién promotora o en el propio
gen y una insercién del retrotransposén L1 en el intréon 2 (1VS2) (Thein, 1984, Gilman et
al, 1984; Padanilam et al, 1984; Popovich et al, 1986; Diaz-Chico et al, 1987; Anand et
al, 1988; Auhlehla-Scholtz et al, 1989). La delecidn del gen HBB mejor conocida es la de
619 pb en el extremo 3’, restringida a individuos de origen indio o paquistani (Thein,
1984). Las deleciones que afectan al extremo 5" del gen B y su regién promotora se
caracterizan por grandes aumentos de Hb A; (7-9%) y de Hb F (10%) (Gilman et al,
1984; Padanilam et al, 1984; Popovich et al, 1986; Diaz-Chico et al, 1987; Anand et al,

1988; Auhlehla-Scholtz et al, 1989). Se ha descrito también una deleciéon completa del
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gen B en la B%talasemia Dutch (Gilman et al, 1984) y, por supuesto, en diferentes
formas de 6B-talasemia donde también se deleciona el gen 6. Finalmente, las
inserciones tienen escaso interés clinico porque la Unica descrita hasta la actualidad

(retrotransposén L1 en 1VS2) no se acompaiia de alteracién funcional.

En algunas variantes de Hb, ademas de un defecto cualitativo, existe una disminucién
de la sintesis de la cadena anédmala y, por tanto, se comportan fenotipicamente como
una talasemia. En estos casos, el defecto cuantitativo puede producirse por:
- Sintesis en menor cantidad: Se han descrito mutaciones en los exones que no
interfieren en la traduccién sino en el procesamiento del ARNm al formarse
nuevas zonas de consenso del splicing y que, incluso, si condicionan la formacion
de un nuevo coddn con sentido, daran lugar a este tipo de hemoglobinopatias
estructurales, como por ejemplo la Hb E.
- Fusion de genes: en el cluster B, por un entrecruzamiento no homélogo entre el
gen & y B dando lugar a un gen que va a codificar una cadena hibrida con el
extremo 5’ de la cadena delta y el extremo 3’ de la cadena beta. Esta cadena
puede formar un tetrdmero con las cadenas a que recibe el nombre de Hb
Lepore, y que presenta una expresion mucho menor porque la zona promotora
corresponde al gen delta que se expresa mucho menos que el gen B.
- Variantes hiperinestables: aqui el déficit cuantitativo no esta relacionado con la
disminucion o ausencia de sintesis de cadena, sino que es debido a la extremada
inestabilidad de |la cadena variante que precipita en los precursores eritroides. El
interés de este ultimo grupo de talasemias postraduccionales radica en que, a

diferencia del resto de talasemias, donde la herencia sigue un patron recesivo, en
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este tipo de talasemias el patron es dominante presentando un cuadro de

talasemia intermedia en estado heterocigoto (Thein et al, 2005).

En las B-talasemias existen otros moduladores genéticos como son el genotipo a y el
grado de sintesis de Hb F, que pueden modificar el desequilibrio de cadenas que
constituye el hecho fisiopatolégico mas importante y que van a determinar el grado de
expresion de la enfermedad. La reduccion cuantitativa de B-globina tiene como
consecuencia el acimulo de cadenas de a-globina en exceso, que son las responsables
de la fisiopatologia de esta entidad (Thein et al, 2005). Por lo tanto, la severidad del
fenotipo de estos individuos estd muy relacionada con el grado de desequilibrio entre
la sintesis de cadenas a y no-a, y con el tamafio del pool de cadenas a libres.
De esta forma, a mayor desequilibrio entre cadenas a y no a, mayor expresion
fenotipica:
- La existencia de la asociacién de una triplicacién o cuadruplicacién de genes a

en uno o los dos alelos va a determinar un mayor desequilibrio entre cadenas a

y no a y por tanto una expresién mas severa. Y al contrario, la asociacion de

una a-talasemia, al disminuir la sintesis de cadenas a, disminuira la expresidon

de la enfermedad.

- De formainversa, el aumento de la Hb F disminuye el desequilibrio entre

cadenas a y no ay por tanto atenua la expresion fenotipica (Thein et al, 2013).
Por tanto, en la B-talasemia existe una gran heterogeneidad molecular que en el caso
de las B-talasemias intermedias se refleja en una gran variabilidad de las posibles
combinaciones a nivel molecular (Tabla 2) y en su expresion fenotipica (Galanello et al,

2010).
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Tabla 2. Bases moleculares de la B-talasemia intermedia.

Homocigosis o doble heterocigocia para genes B* talasémicos
Combinacidn de un gen B° talasémico con un B** (B-talasemia silente)
Presencia de factores genéticos que aumentan la produccién de cadenas y de globina:

—6B-talasemia
—persistencia hereditaria de Hb F

B-talasemia heterocigota asociada a una triplicacién de genes a (aao/ao o aao/aca)
Variantes de hemoglobina inestables en estado heterocigoto (B-talasemia dominante)

Homocigosis o doble heterocigosis para genes B* 6 B° talasémicos asociados a a-talasemia

Es muy importante poder identificar portadores de B-talasemia, con el fin de realizar
un consejo genético adecuado para evitar, en la medida de lo posible, la aparicién de
homocigotos (B-talasemia mayor) o dobles heterocigotos. Los pacientes con B-
talasemia major tienen anemia grave, esplenomegalia y alteraciones esqueléticas

importantes desde edades muy tempranas.

2.1.2. 2. ALFA TALASEMIA

A diferencia de las B-talasemias, la mayoria de las alteraciones moleculares de la a-
talasemia son deleciones que pueden afectar a un gen alfa, a los dos genes alfa, a todo
el cluster alfa e incluso a todo el teldmero del brazo corto del 16, siendo con diferencia
mas frecuentes las que afectan a un solo gen. Las deleciones que afectan a un solo gen
son debidas a una recombinacién reciproca desigual entre segmentos homologos v,
dependiendo del segmento donde se produce el punto de corte de la recombinacién,
se produce la pérdida de 3,7 Kb (-037) o de 4,2 Kb (-a*?) en un alelo y la ganancia en el
otro de 3,7 Kb (aaa®?) y de 4,2 Kb (aaa®?) (Hunt et al, 1980; Wasi et al, 1964; Hess et
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al, 1984). También hay descritas otras deleciones algo mas cortas de 3,5y 5,3 Kb
(Higgs et al, 1983A; Embury et al, 1980; Kulozik et al, 1988; Lacerra et al, 1991).

El resto de deleciones de mayor tamafio que abarcan a los dos genes alfa no parece
gue se haya originado por recombinaciones entre segmentos homdlogos, y se
denominan reordenamientos ilegitimos. Estos reordenamientos ilegitimos se pueden
producir por roturas y uniones aleatorias, roturas y reparaciones del teldmero y por
recombinaciones entre secuencias Alu repetitivas (Higgs, 2013).

Sdlo una minoria de las oa-talasemia, en torno al 10%, es debida a mutaciones
puntuales, inserciones o deleciones de pocos pares de bases, denomindndose en estos
casos a-talasemia no delecidn. Hasta la actualidad se han descrito mas de 70 tipos
diferentes de a-talasemia no delecién. La mayoria afectan al gen a, y pueden afectar al
procesamiento del ARN o la traduccion sin que se haya descrito hasta el momento
ninguna mutacidén en los promotores de los genes alfa. La mayoria de estas mutaciones
son privativas de pocas familias salvo algunas de ellas, que se presentan con relativa
frecuencia en determinadas poblaciones (Fucharoen et al, 2012; Higgs, 2013).

La severidad del fenotipo a-talasemia se relaciona proporcionalmente con el nimero de genes
afectados y el grado en que la mutacion especifica disminuye la expresion del gen afectado.
Por tanto, la expresion de las a-talasemias no delecién que afectan al gen a, son mas graves
que las que afectan al gen a1 y a las a delecion, ya que el gen a, se expresa entre 2-3 veces
mas que el gen a;. Esto se va traducir en una mayor microcitosis e hipocromia tanto en los
casos heterocigotos como homocigotos, asi como un mayor grado de anemia en la
enfermedad de la Hb H con el determinante a* talasemia heterocigota no delecidn (Higgs,

2013).
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2.1. 2. 3. DELTA-BETA TALASEMIA

Cuando la delecion del gen B se acompafia de una delecién simultanea del gen 6 se
produce una &B-talasemia. Esta forma de talasemia obedece a deleciones extensas que
implican el cluster de B-globina y eliminan los dos genes 6 y B, dejando intacto uno o
los dos genes y, por lo que se produce una sintesis compensadora de Hb F (Supan et al,
2002). Cuando la delecion afecta unicamente a los genes & y B, la Hb F contiene los 2
tipos de cadenas y (Gy Ay), y cuando ademas elimina el gen Ay, sélo contiene cadenas
Gy (AyS&BC-talasemia) (Trent et al, 1984). Se han encontrado individuos portadores de
mutaciones que producen 6B-talasemia en diferentes grupos étnicos, como por
ejemplo turcos, alemanes, japoneses, negros, italianos y espafioles. En Espafia, la
alteracion molecular predominante es una delecién de tamaio considerable
denominada &B-talasemia Spanish (Ottolenghi et al, 1982).

Esta anomalia, en su forma heterocigota, carece de expresividad clinica, salvo por un
pequeiio grado de microcitosis, hipocromia y anisocitosis, y su caracteristica mas
comun es la persistencia de sintesis de Hb F durante la etapa adulta (Weatherall et al
2001). Estudios realizados en cadenas de globina han demostrado que el desequilibrio
entre cadenas a y no a en la 6B-talasemia heterocigota es menos marcado que en la B-
talasemia heterocigota (Kinney et al, 1978).

Los individuos homocigotos, dado que carecen de genes § y B, no pueden sintetizar ni
Hb Az ni Hb A, por lo que la Hb F supone el 100% de la Hb. Clinicamente, se comporta

como una talasemia intermedia.

2. 1. 3. EPIDEMIOLOGIA DE LAS TALASEMIAS
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Su mayor prevalencia esta centrada en las regiones que han sido endémicas para la
malaria que incluyen el drea mediterranea, norte de Africa, Oriente Medio, India,
sudeste de Asia y sur de China.

La a-talasemia es especialmente prevalente en el sudeste asiatico, y también en
poblaciones del Africa subsahariana. Se ha observado, asi mismo, que el haplotipo a* (-
a/) es mucho mas frecuente en la cuenca del Mediterraneo, mientras que el a® es mas
comun en el Sudeste Asidtico, Oriente Medio e Indonesia. Esto justifica que los casos
de Hb H (-a/--) y, mds aun, los de hidrops fetalis que se observan en pacientes
asiaticos, sean mds raros en individuos nacidos en paises del drea mediterranea.

La B-talasemia predomina en paises de la cuenca mediterrdnea (Grecia, regiones
costeras de Turquia, algunas partes de Italia sobre todo el sur, Sicilia, Cerdeiia, Malta,
Cdrcega, Chipre y Creta).

Los cambios migratorios transcontinentales acontecidos en las Ultimas décadas en
nuestro pais han supuesto un notable incremento de la prevalencia de estas
alteraciones tanto en sus formas leves (heterocigotos) como en sus formas severas
(homocigotos y dobles heterocigotos), pasando de ser una rareza a formar parte cada

vez con mayor frecuencia de la practica clinica habitual (Gonzdlez et al, 2002).

2. 1. 3. 1. Prevalencia de la B-talasemia en Espaia

En Espaia, la B-talasemia tiene una distribucidn muy heterogénea entre las diferentes
regiones. En un estudio llevado a cabo en 1986 por el Grupo de Estudio de
Hemoglobinopatias y Talasemias (GEHBTA) mediante analisis hematimétricos
(microcitosis) y de hemoglobinas (Hb A;) (protocolo GEHBTA 1) en 25000 individuos de

diferentes regiones de Espafia, se detecté una amplia heterogeneidad en la tasa de
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prevalencia de esta patologia, que oscila desde la ausencia de la misma en poblacidon
vasca hasta el 5% detectado en la isla de Menorca (Grupo de Estudio de
Hemoglobinopatias y Talasemias, 1986). Esta heterogeneidad ha sido confirmada en
otros estudios limitados a areas concretas de la peninsula, como por ejemplo el
efectuado en las Islas Canarias en la poblacién de origen Shindi, donde se encontrd la
mayor tasa registrada de prevalencia de B-talasemia con un 10,5% (Malcorra et al,
1993). Ademds, un estudio realizado durante diez afios en poblacidn escolar de
Menorca, reflejé una prevalencia de -talasemia del 2,67% (Oliva Berini et al, 1998). En
la regidn del Norte de Extremadura sobre una poblacion de 2.818 escolares se observo
una prevalencia de B-talasemia del 0,53% (Martin Nufez et al, 1995). En la provincia de
Huelva también se realizé un estudio sobre mujeres embarazadas de diferentes

hospitales, que mostré una prevalencia del 0,81% (Benito et al, 1996).

En resumen, a pesar de que solamente existe un uUnico estudio global que abarque a
todo el pais, los estudios efectuados en diferentes areas geograficas presentan una
prevalencia promedio del 0,4%, lo que supone 1 paciente talasémico por cada 250
habitantes. Esta prevalencia es menor a la detectada en otros paises de la cuenca
mediterranea, que presentan prevalencias superiores al 2%, habiéndose encontrado
las maximas prevalencias en las islas de Cerdefia y Chipre y en Grecia con un 13 y 18%,

respectivamente (Cao et al, 1989).

En Espafia existen pocos casos de formas severas (talasemia mayor y talasemia
intermedia) en comparacidn con otros paises o comarcas de la cuenca mediterrédnea.
No obstante, es de esperar que en un futuro proximo el mapa de distribucién

geografica de las B-talasemias y sus tasas de prevalencia sufran los impactos de las
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corrientes migratorias de poblacién norteafricana que nuestro pais estd
experimentando en los uUltimos anos. Ademas, estos cambios pueden determinar una
variacion en el espectro de las mutaciones encontradas a nivel molecular, lo que tiene
implicaciones diagndsticas sobre todo en situaciones en que se plantee un diagnéstico

prenatal.

2. 1. 3. 2. Prevalencia de la a-talasemia en Espaina

La gran variabilidad en la expresién fenotipica de la a-talasemia, que comprende desde
casos silentes a formas incompatibles con la vida, estd en gran medida determinada
por su complejidad molecular, y dificulta el conocimiento de la prevalencia real de este
tipo de talasemia. Por ejemplo, la pérdida de un solo gen a apenas tiene repercusiones
hematoldgicas (Hb casi siempre es normal, mientras que VCM y HCM suelen estar en el
limite de la normalidad) considerandose estas formas como talasemias

silentes o subsilentes.

En dos estudios realizados en Espaiia en los que se estudié la presencia de Hb de Bart
sobre mas de 2000 muestras de sangre de corddn umbilical se observé una prevalencia
de a-talasemia inferior al 0,5% (Calero, 1985; Calero et al, 1987). Sin embargo, esta
prevalencia fue mayor cuando se aplicaron métodos moleculares sobre el ADN de
sangre de corddn umbilical de recién nacidos en lugar de técnicas hematimétricas,
encontrandose prevalencias que, segun los estudios, oscilaban entre el 1,25% y 2,2%

(De las Nieves et al, 1989; Villegas et al, 1992).

En un estudio realizado en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid sobre 689 muestras

de sangre de corddn umbilical por técnicas de biologia molecular se encontré una
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prevalencia global de a-talasemia del 4,79%, de a*-talasemia heterocigota del 4,49%,

de a-talasemia 0,29% y de triplicacién de genes a del 0,72% (Sdnchez, 1997).

Los estudios realizados reflejan que la prevalencia de a-talasemias en Espaiia
detectada mediante procedimientos moleculares es comparable con las prevalencias
encontradas en otros paises o comarcas de la cuenca mediterranea. En un estudio
realizado en Italia se estimo una prevalencia de alelos alfa-talasémicos del 2,5% (Velati
et al, 1986), y en los estudios efectuados en Sicilia y Turquia se observaron
prevalencias del 1,2% y 2,2% respectivamente (Fei et al, 1989). No obstante, existen
otras regiones tales como las islas de Chipre o Cerdefia, en donde las tasas de
prevalencias de a-talasemia alcanzan las cotas mas elevadas de los paises
mediterrdneos con el 7% y 18% respectivamente (Pirastu et al, 1982), pero que no
llegan a alcanzar las tasas observadas en la India, sudeste de Asia y Oceania donde en
algunas zonas se alcanzan prevalencias cercanas al 80% (Flint et al, 1986; Fodde et al,

1991).

No obstante, la mayoria de los estudios mencionados hacen referencia a la prevalencia
de la a*-talasemia en sus formas heterocigota y homocigota, existiendo poca
informacion sobre la incidencia real de las formas de a’-talasemia, que son las que en
estado homocigoto o en combinacion con un alelo a* van a determinar las formas

graves de la enfermedad: hidrops fetalis por Hb Bart y enfermedad de la Hb H.

Un estudio sobre 536 individuos con alfa talasemia reveld la siguiente distribucién en
subgrupos: 335 individuos con pérdida de un gen (315 con delecién a7, 5 con a2, 15
con a-talasemia no delecién), 114 individuos con pérdida de 2 genes alfa de distintos

cromosomas (112 a37/a37, 1 37 /o*?, y 1 homocigoto para mutacion en el coddn de
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iniciacion del gen a1), 72 individuos con pérdida de 2 genes alfa en el mismo
cromosoma (a’-talasemia heterocigota), y 15 pacientes con Hb H (Villegas et al,

1998A).

En 2001, Villegas y colaboradores reportaron su experiencia en el estudio de a-
talasemia. De un total de 1264 casos en los que realizaron estudio molecular, se
obtuvieron los siguientes diagndsticos: 911 a*-talasemia heterocigota (872 con a37; 14
con a*?; 2 con delecién de 3.5 Kb, y 23 con a-talasemia no delecién), 233 a*-
talasemia homocigota [223 (a37/ a37); 1 (a*?/ a*2); 6 (a37/ a*?); 1 (a3°/ a37); 1 ot
(Nco)/ aa (Nco); 1 a (HPh)/ a (Hph)], 100 a’-talasemia heterocigota (18 de ellos eran
padres de nifios con enfermedad por Hb H), y 25 con triplicacién de genes a (16 de los

cuales estaban asociados a B-talasemia) (Villegas et al, 2001).

2. 2. HEMOGLOBINOPATIAS ESTRUCTURALES

Las hemoglobinopatias estructurales o Hb variantes son trastornos hereditarios en los
gue se produce la sintesis de una cadena de globina anormal. Hasta la actualidad se
han descrito unas 1500 variantes estructurales de la Hb (Giardine et al, 2014). En la
inmensa mayoria de ellas (mas del 95%), la alteracidén se produce por la sustitucion de
un solo aminodcido (Huisman et al, 1993). La delecién o insercién de uno o pocos
nucledtidos constituye un mecanismo molecular mucho menos frecuente que las
mutaciones puntuales.

Dependiendo de la naturaleza y la localizacién del aminoacido sustituido se van a

determinar cambios en la estabilidad, solubilidad y funcién (afinidad por el O;) de la
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molécula de Hb, que son finalmente los responsables de las manifestaciones clinicas
de las Hb variantes (Hardison et al, 2002).

La gran mayoria de estas mutaciones se han detectado mediante electroforesis de
zona a pH alcalino. El resto de mutaciones se situan en el interior de la molécula y casi
siempre en las zonas de contacto entre subunidades (Hb inestables) o en regiones
préximas a la cavidad del Hemo (Hb con alteracién de la afinidad por el O, y Hb M). A
diferencia de las mutaciones superficiales, las mutaciones internas pueden no
acompanarse de variacion en la carga eléctrica de la molécula y, por tanto, deben ser
detectadas por procedimientos diferentes a la electroforesis.

Las Hb variantes se denominan de acuerdo con la cadena afectada, el nimero
secuencial del aminoacido mutado (con su correspondiente segmento helicoidal) y la
naturaleza de la mutacidn. Por ejemplo, la Hb S se denomina Hb S 6(A3) Glu—>Val.

La Hb S fue la primera variante de Hb en ser descubierta (Pauling et al, 1949) y la

primera en la que se conocié el aminoacido sustituido (Ingram et al 1956).

2. 2. 1. CLASIFICACION
Podemos establecer una clasificacion clinica de las hemoglobinopatias estructurales:
1. Asintomaticas
2. Anemia Hemolitica
A. Sindrome de Falciformacion (S/S, S/C, S/0, S/D, S/B-tal)
B. Hemoglobinas inestables
3. Poliglobulia (Hemoglobinas con alta afinidad por el O3)
4. Cianosis Familiar

A. Hemoglobinas con baja afinidad por O3
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B. Hemoglobinas M > Metahemoglobinemia
5. Variantes estructurales que se expresan con fenotipo talasémico
A. Fenotipo de talasemia
-Fusion de genes
-Procesamiento anormal del ARNm
-Inestabilidad extrema
B. Fenotipo de talasemia a
-Mutaciones en el codén de terminacion de la cadena.

-Inestabilidad extrema.

2. 2. 2. HEMOGLOBINOPATIAS ESTRUCTURALES COMUNES
Se denominan hemoglobinopatias estructurales comunes aquellas cuya prevalencia

supera el 1% en determinadas dreas geograficas.

2.2.2.1. Hemoglobina S

Es la hemoglobinopatia estructural mas frecuente en el mundo. Afecta a millones de
individuos en Africa tropical y subtropical, peninsula arabica, India, América Central y
Estados Unidos. La Hb S (beta 6 Glu—=>Val) se produce por la sustitucién de un residuo
de acido glutamico por un residuo de valina en la posicién 6 de la cadena de beta-
globina (Ingram et al, 1956).

Ademas de la mas frecuente, es la de mayor repercusién clinica ya que en homocigosis
causa Anemia Falciforme o Anemia Drepanocitica, y la doble heterocigosis con otras

Hb variantes o con B-talasemia produce cuadros clinicos de gravedad parecida.
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Como consecuencia de la mutacidn, cuando la Hb se desoxigena, sufre un proceso
espontaneo de polimerizacidn formando un gel cristalino. Cada polimero esta formado
por 14 haces longitudinales de desoxi-Hb que se disponen formando un cuerpo
tactoide, una estructura cilindrica insoluble y rigida. Debido a estos polimeros, se
rompe el citoesqueleto del eritrocito, adoptando este la forma caracteristica del
drepanocito (Eaton et al, 1990; Kaul et al, 1989).

Aunque el fendmeno de la falciformacion es reversible, entre el 5y el 50% de los
eritrocitos falciformes no consiguen recuperar su forma original, siendo eliminados por
el sistema mononuclear fagocitico. Por otra parte, los eritrocitos alterados presentan
un descenso del volumen corpuscular y un gran aumento de la concentracion de Hb.
Esto es debido a que la desoxi-Hb induce alteraciones de la membrana eritrocitaria
(modificacién de la composicién y distribucién de los fosfolipidos en la bicapa) que se
traducen en una importante deshidratacion. Adicionalmente, los drepanocitos exhiben
una gran tendencia a adherirse al endotelio vascular favoreciendo la formacién de
microtrombos y oclusiones vasculares periféricas.

La hemoglobinopatia S homocigota cursa con anemia hemolitica crénica y amplia
variedad de eventos vasooclusivos y sus consecuencias, acompafiados de una mayor
predisposicion a infecciones, con importante morbilidad y mortalidad tempranas (Bunn
et al, 1997; Bainbridge et al, 1985). Entre las complicaciones agudas que presentan
estos pacientes destacan las crisis vasooclusivas que producen dolor de gran
intensidad, accidentes cerebrovasculares agudos, sindrome toracico agudo, secuestro
esplénico, priapismo, crisis hiperhemoliticas o infecciones. Ademas, también van a
desarrollar complicaciones a largo plazo como por ejemplo dano renal, problemas

oculares, colelitiasis, hepatitis crénica, patologia 6sea (osteonecrosis, hiperplasia de
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médula ésea que puede llegar a producir osteoporosis o fracturas patoldgicas), ulceras
en las piernas, retraso del crecimiento y de la maduracidn sexual, complicaciones
cardiovasculares (cardiomegalia, insuficiencia cardiaca, hipertension arterial o dafio

pulmonar.

2. 2.2.2. Hemoglobina C

La segunda en frecuencia a nivel mundial es la Hb C (beta 6 Glu—=>Lys), en la que se
produce la sustitucidon de un residuo de lisina en lugar de un residuo de acido
glutdmico en la posicién 6 de la cadena de beta-globina. Predomina en zonas del oeste
de Africa, y en zonas con grandes focos migratorios procedentes de dicha region.

Es menos soluble que la Hb A, y forma cristales hexagonales en lugar de los largos
polimeros que forma la Hb S en estado de homocigosis o doble heterocigosis (Hirsch et
al, 1985). Y lo que es mas importante: la Hb C produce deshidratacion de los hematies,
produciendo aumento de CHCM, es decir, hipercromia (Bunn et al, 1982; Fabry et al,

1982; Brugnara et al, 1985).

Los pacientes con Hb C heterocigota (HbAC) son fenotipicamente normales o con
minima hipercromia, mientras que los individuos con enfermedad por Hb C o
hemoglobinopatia C homocigota (HbCC) tienen un leve grado de hemdlisis y
esplenomegalia, asi como una anemia leve. Ademas de la presencia de cristales, los
individuos HbCC tienen muchos dianocitos en el frotis de sangre periférica (Kim et al,
1980). En la forma homocigota, los pacientes no presentan falciformacion ni eventos

vasooclusivos.
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La presencia de esta mutacidn no protege contra la malaria leve, aunque si frente a las

formas graves de enfermedad (Agarwal et al, 2000).

Los dobles heterocigotos para Hb Sy Hb C tienen riesgo de presentar las mismas
complicaciones que los homocigotos para Hb S pero con una menor frecuencia. Sin
embargo, el curso clinico de la hemoglobinopatia SC es mas leve. (Bunn et al, 1982;
Fabry et al, 1982; Ballas et al, 1987; Lawrence et al, 1991). Tienen un 50% menos de
crisis vasooclusivas (Platt et al, 1991), menor riesgo de infartos silentes (Ohene-
Frempong et al, 1998), menor incidencia de infecciones fatales en la infancia
(Buchanan et al, 1983), desarrollan osteonecrosis mas tarde (Milner et al, 1991), una
esperanza de vida media veinte afios mayor (Platt et al, 1994), aunque una mayor

incidencia de retinopatia (Condon et al, 1980).

2. 2. 2. 3. Hemoglobina D

La Hb D m&s comun, Hb D-Los Angeles (también llamada Hb D-Punjab) (beta 121
Glu—>GIn) se produce por la sustitucion de un residuo de acido glutamico por un
residuo de glutamina en la posicion 121 de la cadena de beta-globina.

Los sujetos con Hb D heterocigota son asintomaticos, sin anemia, con indices
corpusculares normales. Los homocigotos para Hb D (HbDD) sélo tienen alteraciones
muy leves del hemograma, con aumento de dianocitos en el frotis (Adekile et al, 1996).
Los casos de doble heterocigosis para Hb D y Hb S (HbSD) tienen enfermedad severa,
con manifestaciones clinicas similares a los pacientes con hemoglobinopatia S

homocigota (HbSS).
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2. 2. 2. 4. Hemoglobina E

Esta Hb variante (beta 26 Glu—>Lys) se produce por la sustitucion de un residuo

de acido glutdmico por un residuo de lisina en la posicion 26 de la cadena de beta-
globina. En cuanto a su distribucién geografica, la encontramos fundamentalmente en
India y, sobre todo, el sudeste asidtico, donde su prevalencia se acerca al 60%. Esta
mutacion activa una zona criptica de splicing en el primer coddn del gen beta,
produciéndose un splicing alternativo y una expresiéon disminuida de la sintesis de
cadenas de globina (por lo que presenta un fenotipo talasémico) (Orkin et al, 1982),
siendo ademas levemente inestable al dafio oxidativo (Macdonald et al, 1983).

Los heterocigotos (HbAE) no suelen presentar anemia, pero si tienen un minimo grado
de microcitosis e hipocromia. En los individuos homocigotos (Enfermedad por
hemoglobina E, HbEE) se observa anemia leve con microcitosis e hipocromia
importantes, asi como numerosos dianocitos (Vichinsky et al, 2007).

Un fenotipo con mucha mayor severidad clinica se observa cuando esta mutacién se
combina con otras hemoglobinopatias [por ejemplo, con Hb S (HbSE) o con beta

talasemia] (Carnley et al, 2006; Tritipsombut et al, 2012).

2. 2. 2. 5. Hemoglobina O-Arab

La Hb O-Arab (beta 121 Glu—=>Lys) se produce por la sustitucion de un residuo de acido
glutamico por un residuo de lisina en la posicion 121 de la cadena de beta-globina
(Ramot et al, 1960).

Fue descrita por primera vez en una familia arabe de Israel, pero su distribucién
geografica es muy amplia. Los heterocigotos son asintomaticos, mientras que los

homocigotos suelen tener leve anemia hemolitica compensada (Joutovsky et al, 2004).
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Esta Hb variante tiene interés clinico ya que su asociacién con Hb S (individuos HbSO-
Arab) produce un cuadro clinico y alteraciones de laboratorio muy similares a los que

se encuentran en pacientes HbSS (Zimmerman et al, 1999).

2. 2. 3. PREVALENCIA DE HEMOGLOBINOPATIAS ESTRUCTURALES EN ESPANA

A partir de finales de la década de los 80 y principios de los 90 se ha producido una
importante inmigracion a Espaiia y a otros paises europeos occidentales de habitantes
de las regiones mas deprimidas y con menos expectativas del planeta (Africa
subsahariana, Magreb, Latinoamérica, sudeste asiatico y Este de Europa) (Piel et al,
2014; Gonzdlez et al, 2002). Dichos movimientos migratorios se concentran
especialmente en los grandes nucleos urbanos. Todos estos cambios étnicos pueden
producir el desarrollo de una gran heterogeneidad de patologias y lesiones
moleculares de la Hb, con la aparicidn de variantes estructurales en poblaciones
carentes de ellas o cuya frecuencia era muy baja antes de la migracion
transcontinental.

Respecto a la incidencia de hemoglobinopatias estructurales en Espafa, solamente hay
4 estudios publicados antes de la era de la inmigracién, sobre sangre de corddn
umbilical y en los cuales se utilizaron técnicas electroforéticas como método de
despistaje. Uno realizado en Barcelona sobre 3.600 muestras, obteniéndose una
incidencia de 1,38 por mil (Baiget et al, 1981), otro en Granada en poblacién no gitana
cuya incidencia fue de 1,25 por mil (De Pablos et al, 1988), otro en la Alta Extremadura
sobre 4.750 cordones con una incidencia de 1,47 por mil (Martin et al, 1998) y otro en

la Bahia de Cadiz con una incidencia de 1,39 por mil (Risuefio et al, 1995).
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En las ultimas dos décadas se han producido importantes movimientos migratorios
hacia nuestro pais desde paises con elevada prevalencia de estas alteraciones. Hasta la
fecha se han publicado numerosos estudios sistematicos de cribado neonatal de
hemoglobinopatias.

En el primero, que incluyd un total de 82 recién nacidos subsaharianos y afrocaribefios,
la prevalencia de portadores de Hb S o Hb C fue del 10,98% (Cabot et al, 1998).

En el segundo trabajo, se analizaron 4020 muestras de recién nacidos, de las cuales
2439 pertenecian a poblacién inmigrante (93 de ellas eran portadoras de variante
estructural, lo que equivale a una prevalencia de 1 caso por cada 26 muestras
analizadas) y 1581 eran de poblacion autdctona (no se encontré Hb variante en
ninguna de ellas) (Mafiu-Pereira et al, 2006).

En el tercer estudio, llevado a cabo por los mismos autores del anterior, se analizaron
258 muestras de poblacion inmigrante subsahariana mediante HPLC, y se encontraron
49 casos de Hb S (18,2%), 10 de Hb C (3,7%), 5 de anemia falciforme (1,8%) y una
variante no identificada (0,37%) (Mafu-Pereira et al, 2007).

En un estudio en el que se realizd HPLC a 29253 neonatos de la Comunidad de Madrid,
la prevalencia de Hb variantes fue de 1 caso por cada 303 muestras (Dulin Ifiiguez et al,
2003).

El quinto estudio, realizado en neonatos vivos de la Comunidad Auténoma de Madrid
reflejo que, en 151 inmigrantes africanos, un 30,8% fueron muestras patoldgicas
(Joyanes et al, 2006).

En Extremadura se llevo a cabo el sexto de los estudios mencionados, sobre 4750

muestras, mediante cribado universal y electroforesis alcalina, y se detectd 1 caso de
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Hb variante por cada 681 muestras (Programa de salud publica de la Junta de
Extremadura Subunidad de errores congénitos del metabolismo).

En el Hospital Clinico San Carlos de Madrid se realizé un séptimo estudio en los recién
nacidos mediante HPLC de fase reversa, encontrandose una incidencia de 11,7 por mil,
es decir diez veces superior a la publicada por los primeros estudios en Espana
(Gonzdlez et al, 2002). Este notable incremento estuvo claramente determinado por el
elevado porcentaje de neonatos hijos de inmigrantes (38,2%). La incidencia en el grupo
de extranjeros fue de 28,3 por mil y de 5,4 por mil en el grupo de espaiioles.
Calvo-Villas y colaboradores estudiaron a 2436 mujeres embarazadas, y encontraron
una incidencia de hemoglobinopatias estructurales en estado heterocigoto de 9,44 por
mil (Calvo-Villas et al, 2006).

Por su parte, Las Heras Manso y colaboradores realizaron el primer estudio en
poblacién inmigrante adulta. En él estudiaron muestras de 204 inmigrantes, de las
cuales 160 fueron normales y 44 eran portadores de una Hb variante (Las Heras Manso
etal, 2008).

En un estudio realizado en el Hospital Nuestra Sefiora de Candelaria, en Tenerife, se
reportaron todas las hemoglobinopatias (estructurales y talasemias) diagnosticadas
durante un afio. Se diagnosticaron 198 hemoglobinopatias: 71 B-talasemias
heterocigotas, 2 B-talasemias intermedias, 70 Hb S en estado heterocigoto (HbAS), 2
Hb S en estado homocigoto (HbSS), 1 doble heterocigoto B-talasemia/HbS, 30 Hb D en
estado heterocigoto (HbAD), 18 Hb C en estado heterocigoto (HbAC), 2 Hb G en estado
heterocigoto (HbAG), 1 HbE en estado heterocigoto (HbAE) y 1 Hb J Birmingham en

estado heterocigoto (HbAJ) (de las Heras Florez et al, 2008).
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Mds recientemente, de la Iglesia Ifigo y colaboradores estudiaron a 200 inmigrantes
recién llegados a Gran Canaria, y encontraron que 26 de ellos (13%) eran portadores
de una hemoglobinopatia estructural (de la Iglesia Ifiigo et al, 2013).

La variante de Hb mas prevalente en Espafia es la Hb S segln todos los estudios
referidos. En segundo lugar se encuentra la Hb Cy en tercer lugar la Hb D; esto se ha
visto en todos los trabajos anteriormente mencionados salvo en el realizado por de las

Heras Florez y colaboradores, en el que hubo mas portadores de Hb D que de Hb C.

3. TECNICAS DIAGNOSTICAS DE HEMOGLOBINOPATIAS

El diagndstico de las hemoglobinopatias requiere una integracion de manifestaciones
clinicas, parametros hematolégicos y analisis de cadenas de globina (Ryan et al, 2010).
Combinar estos elementos permite lograr un diagnéstico adecuado, gracias al cual
podremos tratar la anemia que pueden presentar algunos de estos pacientes,
proporcionar un consejo genético adecuado para una prevencidn primaria y prevenir o
aminorar las complicaciones a largo plazo de los pacientes homocigotos o dobles

heterocigotos mediante un tratamiento precoz.

La eleccidon de la técnica o técnicas a emplear en cada laboratorio debe basarse en el
volumen de muestras procesadas diariamente, el tipo de muestras con las que se va a
trabajar (sangre liquida o gotas de sangre seca), disponibilidad, costes y la experiencia

del personal encargado de realizar los estudios (Ryan et al, 2010).

3. 1. NIVELES DIAGNOSTICOS DE HEMOGLOBINOPATIAS

Dentro del estudio de hemoglobinopatias, podemos hablar de 3 niveles diagndsticos.
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-PRIMER NIVEL, DE SOSPECHA. Desde un punto de vista clinico es importante recoger
en la historia clinica la edad de comienzo, la raza, el tiempo de instauracion, la toma de
medicamentos, los antecedentes familiares, antecedentes de abortos o hidrops fetalis,
malformaciones somaticas y manifestaciones extra-hematoldgicas que nos pueden
orientar en el diagndstico del tipo y la severidad de la talasemia. Ademas de estos
datos, las herramientas que emplearemos para sospechar una hemoglobinopatia son
los parametros del hemograma y representaciones graficas de los analizadores
hematoldgicos, y, por ultimo, morfologia del frotis de sangre periférica. Estas pruebas,
por si mismas, no son suficientes para establecer un diagndstico, pero si sirven para
llamar la atencién sobre muestras que podrian corresponder a hemoglobinopatias y

sobre las que habria que realizar estudios adicionales.

La microcitosis y la hipocromia constituyen marcadores diagndsticos de la talasemia,
gue se correlacionan con el grado de reduccién de sintesis de la cadena deficitaria y
gue se ponen de manifiesto en los analizadores hematoldgicos por una disminucién en
el volumen corpuscular medio (VCM) en el caso de la microcitosis, y por una
disminucion en la Hb corpuscular media (HCM) y en la concentracién de Hb

corpuscular media (CHCM) en el caso de la hipocromia.

-SEGUNDO NIVEL, DE PRESUNCION o ALTA PROBABILIDAD. Se basa en pruebas de
laboratorio especificas: electroforesis de Hb, HPLC, isoelectroenfoque o electroforesis
capilar. Para el diagnéstico de hemoglobinopatia estructural puede ser suficiente con
este tipo de pruebas, siendo necesario realizar dos de ellas. Sin embargo, en algunos
casos es necesario realizar pruebas diagnosticas del tercer nivel. Tanto la beta como la

delta-beta talasemias pueden ser diagnosticadas con este tipo de técnicas, mientras
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que para el diagndstico de alfa talasemia no existen técnicas especificas a nivel de

proteina y es imprescindible realizar estudios moleculares.

- En las B-talasemias homocigotas B°/B° no existe Hb Ay practicamente la
totalidad de la hemoglobina es Hb F. En los casos B*/B° los niveles de Hb A se
encuentran entre un 10-30% y la Hb F constituye entre el 70-90%. En los
casos de B-talasemia homocigota existe una cantidad variable de Hb A; que

puede estar dentro de la normalidad.

- Las B-talasemias heterocigotas se caracterizan por presentar una elevacién
de Hb A; debido a que la disminucidn de sintesis de cadena  va a permitir
gue las cadenas delta puedan combinarse con mayor facilidad con las
cadenas a. Aunque niveles de Hb A; superiores a 3,4 % son un marcador
diagnéstico de las B-talasemias, la Hb A; puede ser normal en los casos donde
la mutacién determina una disminucién muy leve de la sintesis de cadena j3,
en los casos con una delta talasemia o una variante estructural de la cadena
delta, en casos con ferropenia o en los casos asociados con a talasemia

(Stephens et al, 2012).

- Valores de Hb A; superiores al 8-9% son indicativos de la existencia de
variantes de hemoglobina que por técnicas de cromatografia se pueden eluir
en el mismo tiempo de retencién que la Hb A, como la Hb Lepore y la Hb E,
que también presentan un fenotipo de B-talasemia. Habra que sospechar la
Hb Lepore, cuando la cuantificacion sea de un 10-15% y la Hb E cuando la
cuantificacidn sea superior al 20%. En estos casos habra que recurrir a otras

técnicas electroforéticas o moleculares para identificar la Hb variante.
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- En las 6B-talasemias la ausencia de los genes delta y beta van a determinar
una sobreexpresion de los genes gamma y por tanto un aumento de Hb F con
Hb A; normal que constituye el marcador diagndstico de estos casos. Sin
embargo, en algunos casos (por alteraciones moleculares de los genes
gamma o porque la delecion engloba zonas reguladoras de la expresién de
estos genes gamma) el aumento de Hb F no es muy marcado y habrd que

recurrir a estudios moleculares para su diagndstico (Ryan et al, 2010).

- a-talasemias: a diferencia de las B talasemias, no hay marcadores a nivel de
proteina para realizar el diagndstico, salvo en la enfermedad de laHb H en Ia
gue se puede detectar la Hb H o la Hb Bart por HPLC o electroforesis o
también mediante su precipitaciéon en forma de cuerpos de inclusién en los
hematies. Por tanto, en las a*-talasemias bien heterocigotas u homocigotas y

las a® bien por delecidn o no delecién son necesarios estudios moleculares.

-TERCER NIVEL, DE CERTEZA ABSOLUTA. Consiste en la identificacion de la alteracién
genética a nivel molecular. Es obligatorio si queremos diagnosticar una alfa-talasemia
con certeza, ya que en esta patologia no disponemos de técnicas especificas de

proteina (Hb A, y Hb F son normales). Ademas, se realiza en aquellos casos complejos

o cuyos resultados de las pruebas del segundo nivel no son concluyentes.

3.2. HEMOGRAMA

Conseguir una adecuada interpretacidn del andlisis de cadenas de globina es
practicamente imposible si no se acompaiia de la informacion obtenida del

hemograma.
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Ademas del grado de anemia (medido por la Hb), el hemograma nos proporciona
informacidn precisa sobre el tamafio de los hematies (mediante el VCM), su contenido
de Hb (HCM), su concentracion de Hb (CHCM), y su anisocitosis o como de diferentes
son los hematies entre si (mediante el ancho de distribucién eritrocitario o ADE)

(Tefferi et al, 2005).

Algunos de estos pardmetros se obtienen por medicion directa (nimero total de
hematies, Hb, VCM, ADE) mientras que otros se obtienen mediante el calculo de una
sencilla formula matematica (hematocrito, HCM, CHCM). El hematocrito se obtiene
multiplicando el VCM por el nimero total de hematies. La HCM se obtiene dividiendo
la cantidad de Hb entre el nimero total de hematies. La CHCM se obtiene dividiendo la
cantidad de Hb entre el hematocrito. Todos estos son los que podemos considerar

parametros “clasicos” del hemograma.

Mientras que los individuos con talasemia presentan habitualmente anemia
microcitica e hipocrémica, la mayoria de portadores de Hb variante son silentes o con

cambios minimos en el hemograma que suelen pasar desapercibidos.

Es imprescindible realizar, junto con el hemograma, un frotis de sangre periférica, ya
gue ambos proporcionan informaciéon complementaria. La combinacién de ambos es

una herramienta fundamental para el diagndstico hematolégico.

El hemograma debe interpretarse en el contexto clinico del paciente y para ello
utilizaremos todas las herramientas que estén a nuestro alcance (antecedentes,

historia clinica, datos analiticos, técnicas de imagen, pruebas complementarias).
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3. 3. FROTIS DE SANGRE PERIFERICA

Lo mds caracteristico de la morfologia de los hematies en sujetos portadores de
talasemia es la microcitosis, acompafnada de hipocromia, con frecuentes dianocitos. En
el caso de la beta talasemia heterocigota este cuadro morfoldgico se acompafia de

punteado basdfilo (Ford et al, 2013).

Los dianocitos o codocitos se producen por un aumento de la relacion
superficie/volumen del hematie. En las talasemias hay disminucién de volumen por
reduccion cuantitativa de la Hb intracelular pero la superficie de membrana es la
misma: es como si “le sobrara membrana al hematie”, por lo que adoptan una forma

caracteristica de campana.

En pacientes talasémicos predomina la microcitosis frente a la hipocromia (aunque

siempre coexisten ambas), mientras que en la ferropenia ocurre el fenémeno opuesto.

Cuando en el frotis nos encontremos una anisopoiquilocitosis marcada, con
importante policromatofilia y frecuentes eritroblastos, es improbable que se trate de
un simple rasgo talasémico. Dichos hallazgos hacen mas probable que estemos ante

una talasemia intermedia/mayor (Ford et al, 2013).

En pacientes portadores de hemoglobinopatia estructural, el cuadro morfoldgico es
muy poco llamativo. Se pueden observar ocasionales dianocitos y minima microcitosis,

y en muchos casos el frotis de sangre periférica es normal.

En pacientes con hemoglobinopatia S homocigota el cuadro morfoldgico es muy
caracteristico, con abundantes drepanocitos o hematies con forma de hoz,

acompafiados de frecuentes dianocitos y policromatofilia. En el frotis de los sujetos
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con hemoglobinopatia C homocigota hay un claro predominio de dianocitos, y se
pueden observar cristales de Hb C en el interior de algunos hematies, asi como algunos
microesferocitos. La morfologia que se observa en individuos SC es intermedia entre
los SS y los CC: se observan algunos drepanocitos y ocasionales precipitados de

cristales de Hb C, ademas de frecuentes dianocitos (Lawrence et al, 1991).

Debemos interpretar los hallazgos citolégicos junto con el hemograma, datos clinicos y
antecedentes del paciente. El informe final debe ser claro e inteligible y no limitarse a

una serie de descripciones citoldgicas sin llegar a ninguna conclusion.

3. 4. ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINAS

Ha sido el método mas comunmente utilizado para el estudio de hemoglobinopatias
tradicionalmente. El screening inicial se realiza a pH alcalino (8.6), habitualmente en
acetato de celulosa. Con esto podemos separar de forma eficaz Hb normales (Hb A, Hb

F, Hb A;) y las Hb variantes mas comunes (Hb S, Hb C).

En la tira de acetato de celulosa, la Hb A es la que migra mas rapido desde el anodo
hacia el catodo, seguida de la Hb F, Hb Sy Hb C (figura 5, A). A pesar de tratarse de un
método simple, rapido y barato, tiene claras limitaciones. Un nimero importante de
Hb variantes migran a la misma altura que Hb Sy Hb C en acetato de celulosa, por lo
que la utilidad de esta técnica a pH alcalino es limitada. Entre las variantes que corren
a la altura de la Hb S estdn la Hb D, Hb G Philadelphia y Hb Lepore. Por otro lado, entre
las variantes que corren a la altura de la Hb C encontramos la Hb E y la Hb O-Arab

(Huisman, 1993B).
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Figura 5. Electroforesis en acetato de celulosa, en
medio basico (A) y acido (B).

Por tanto, es necesario utilizar un segundo procedimiento electroforético en agar
citrato y pH acido para evitar las limitaciones de la co-migracion de las diferentes
variantes de Hb. Este método no depende sélo de la diferencia de cargas eléctricas,
sino que también se basa en la interaccién quimica del medio utilizado en la tira de
electroforesis (agar) con las moléculas de Hb de una forma pH-dependiente. Hb A, Hb
F, Hb Sy Hb C tienen distintos patrones de movilidad en agar citrato a pH acido, que
son diferentes de sus patrones en acetato de celulosa a pH alcalino (figura 5, B). Tanto
Hb D como Hb G Philadelphia co-migran con la Hb S a pH alcalino, mientras que a pH
acido lo hacen a la altura de Hb A. En agar citrato, la Hb E corre a la altura de Hb A,

mientras que la Hb O-Arab tiene un patrén distinto (entre Hb Ay Hb S) (Figura 6).

Por lo tanto, la utilizacion combinada de electroforesis en acetato de celulosa a pH
alcalino y en agar citrato a pH acido nos ayuda a identificar las hemoglobinopatias
estructurales mas frecuentes: Hb S, Hb C, Hb E, Hb O-Arab (Huisman et al, 1993; Trent

et al, 2006). Sin embargo, un mismo patron electroforético tanto a pH basico como
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acido puede corresponder a mds de una Hb variante. Por ejemplo, con este método no

podemos diferenciar la Hb D de la Hb G Philadelphia.

C;) i -
s sz BB = Hbs & *
Hy S - Hb D6HbG |
, Hb C?2g : : § “ g
i' . . HbEéHbO-Arab"‘ 2f
~ Hb ' ) g : 1 g .
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Figura 6. Co-migracion de distintas Hb variantes en electroforesis en medio

basico. Si nos fijlamos en las Hb variantes 1y 2, ambas parecen Hb S en medio basico (A), pero en

medio acido (B) se observa distinto patrén electroforético en ambas, siendola1Hb Syla2 Hb D (o
Hb G Philadelphia). Lo mismo ocurre con la 4 y la 6, que parecen ambas Hb C en medio basico, pero
en medio acido (B) se observa que la 4 es una Hb E (6 Hb O-Arab) y la 6 si es una Hb C.

La identificacion de una Hb variante deberia ser confirmada por una de las técnicas
gue se describen a continuacion. La razén por la que se recomienda una segunda
metodologia es que una Unica banda en la posicidn electroforética de S 6 C podria
deberse a una doble heterocigosis para S con D 6 G-Philadelphia (HbSD, HbSG), o bien

para C con O-Arab 6 E (HbCO-Arab, HbCE) (Ryan et al, 2010).

3. 5. ISOELECTROENFOQUE

Consiste en una electroforesis en un medio en el que hay un gradiente de pH
establecido por la presencia de anfolitos en ese medio. El rango éptimo de pH para
detectar hemoglobinopatias esta entre 6.0 y 8.0. Este método se aprovecha de la
movilidad de las proteinas (en este caso, Hb) basandose en su punto isoeléctrico.

Cuando se aplica una corriente eléctrica a un gel de isoelectroenfoque, las Hb variantes
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migraran hacia un pH donde tengan una carga eléctrica en su superficie neutra (punto
isoeléctrico). La ventaja de esta técnica es su capacidad para separar variantes de Hb

cuyos puntos isoeléctricos difieren por muy poco, tan poco como 0.1 unidades de pH.

El isoelectroenfoque es capaz de discriminar entre HoDy Hb S, yentre Ho Cy Hb Ey
Hb O-Arab. Ademas, es una técnica muy sensible para detectar pequefias cantidades
(por ejemplo, menos del 2%) de Hb H (tetrdmeros de beta-globina) en individuos con

delecion de 2 genes de alfa-globina.

A pesar de que esta metodologia tiene una mayor resolucion que la electroforesis de
hemoglobinas con la ventaja de que separa mds Hb variantes, también tiene el
inconveniente de que separa la Hb en sus derivados post-transcripcionales. Por
ejemplo, separa la Hb F en F1 (acetilada) y F11; la Hb A se puede separar en Ag, Ay, A
(amet), A (Bmet) y A (aBmet), y de una forma similar para otras hemoglobinas. Esto
hace que la interpretacion de los resultados sea mas dificil. La identificacién de Hb

variantes es solo provisional, y un segundo método es necesario.

3. 6. HPLC (HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY) o

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

El HPLC es una técnica 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 HPLC, el compuesto pasa por la columna
cromatografica a través de lo que se conoce como fase estacionaria (normalmente, un
cilindro con pequenas particulas redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en

su superficie) mediante el bombeo de liquido (fase mavil) a alta presion a través de la
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columna. La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus
componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas
o fisicas con la fase estacionaria a medida que van atravesando la columna. El grado de
retencidén de los componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto,
de la composicion de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un
compuesto a ser eluido de la columna se denomina tiempo de retencién y se considera
una propiedad identificativa caracteristica de un compuesto en una determinada fase
movil y estacionaria. La utilizacidn de presién en este tipo de cromatografias
incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y reduce asi su

difusién dentro de la columna mejorando la resolucidn de la cromatografia.

Entre los tipos de HPLC podemos encontrar:

-Intercambio catidnico. Con este método, se puede establecer un diagndstico positivo
de las variantes de cadena B mas frecuentes, como son Hb S, Hb C, Hb E, Hb D-Los

Angeles, y Hb O-Arab, ademas de variantes de cadena a como la Hb G-Philadelphia.

Los datos cuantitativos obtenidos del HPLC también nos permiten realizar el
diagndstico de B-talasemia heterocigota, ademas de otros sindromes beta (como &pB-
talasemia) y PHHF (Huisman et al, 1993, Kutlar et al, 1986; Kutlar et al 1991). El dato
numeérico del porcentaje de Hb variante que nos proporciona el HPLC nos da
importantes pistas sobre si la variante en cuestion es de cadena a o B: en la mayoria de
casos, las variantes de cadena a suponen entre un 15y un 25% del total de Hb,
mientras que las variantes de cadena B suponen un 30-45%. Sin embargo, hay
excepciones a esta regla, incluyendo variantes de Hb inestables y/o la presencia de alfa

o beta talasemia concomitante.
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-Fase reversa. El siguiente paso, si el diagndstico no ha quedado claro, es la aplicacion
de HPLC de fase reversa. Esta técnica es util para localizar la anomalia en cadenas a o
(y también y), y también para cuantificar las cadenas Gy y Ay de la Hb F en casos con
Hb fetal elevada y por tanto ser de utilidad en el diagndstico de los diferentes tipos de

PHHF y 6B-talasemia (Huisman et al, 1993; Kutlar et al, 1986; Kutlar et al 1991).

Las ventajas de la HPLC frente a la electroforesis de hemoglobinas son las siguientes:

1. Los analizadores son automaticos, por lo que requieren menos tiempo por parte

de los técnicos de laboratorio y pueden procesar gran cantidad de muestras.

2. Es suficiente con un volumen muy pequefio de muestra para el andlisis (5 ul).

3. En cada muestra se pueden separar y cuantificar tanto las fracciones normales

como las variantes (si las hay) de Hb.

4. Se puede realizar identificacion de muchos mas tipos de Hb variantes.

5. Las variantes de cadena 6 se detectan con mas facilidad.

3. 7. ELECTROFORESIS/ISOELECTROENFOQUE CAPILAR

Es una técnica para separar las diferentes moléculas presentes en una disolucién de
acuerdo con la relacion masa/carga de las mismas. La separacion se lleva a cabo en un
tubo hueco de didmetro muy pequeno (menos de 50 um de didmetro) llamado capilar.
Dentro del capilar de separacidn se encuentran la disolucidén que contiene los analitos
o las moléculas a separar y el tampdn o medio electrolitico que es el encargado de

conducir la corriente.

82



Para que la separacién segun la relacién masa/carga de las distintas moléculas sea

posible, es necesario aplicar una diferencia de potencial entre los dos extremos del
capilar, que hard que las moléculas se muevan hacia un extremo u otro del capilar

(movilidad electroforética: las moléculas catidnicas hacia el polo negativo y

las anidnicas hacia el polo positivo) y que se vayan separando entre si.

La resolucidn de este método es excelente, y comparable a la obtenida con HPLC. La
ventaja de esta técnica es su capacidad para analizar 8 canales simultaneamente,

permitiendo asi procesar multiples muestras (hasta 34 por hora).

Tanto la electroforesis capilar como el HPLC son las técnicas mas sensibles y precisas
para el diagndstico de hemoglobinopatias estructurales y talasemias, con la ventaja

afiadida de que son técnicas automatizadas (Fucharoen et al, 2012).

3.9. OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

-Test de falciformacion. Consiste en inducir la formacion de drepanocitos en un

ambiente pobre en O;. No esta indicado como herramienta de screening inicial

salvo en una situacidn de emergencia. Todos los test positivos deben confirmarse

por HPLC u otro método alternativo.

-Cuerpos de Heinz. Son inclusiones eritrocitarias en forma de esférulas azules

formadas por precipitados de Hb, que se sitdan en la periferia de los hematies y

gue se tinen de color purpura con una solucién de cristal violeta. La presencia d
cuerpos de Heinz no es especifica de a-talasemia (enfermedad por Hb H), sino
gue puede observarse también en enzimopatias (déficit de glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa), otras causas de estrés oxidativo o Hb inestables.

e
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-Deteccidon de hemoglobinas inestables. Se puede hacer por 2 métodos:

-Test de precipitacién con isopropanol. Se basa en la precipitacién acelerada

de la Hb inestable con el isopropanol.

-Prueba de inestabilidad al calor. El hemolizado de la sangre del paciente y un
control normal se calientan a 502C, y a esa temperatura las Hb inestables

precipitan en seguida.

3. 9. TECNICAS MOLECULARES

e Mutaciones puntuales: el estudio molecular se puede realizar por diferentes técnicas

derivadas de la PCR:

- PCR-ARMS en la que se utilizan primers mutados y no mutados para la mutacién

gue se esté estudiando.

- PCR-RFLP en los casos en los que las mutaciones provoquen la aparicion o
desaparicion de zonas especificas de corte determinadas por enzimas de

restriccion.

- Amplificacion por PCR de un segmento del gen (3, realizando una electroforesis en
geles de gradiente desnaturalizante para determinar si en esos fragmentos hay

mutaciones.

- Secuenciacion directa del gen: se pueden estudiar todas las mutaciones

puntuales.

¢ Deleciones. El estudio se puede realizar:
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- Por Southern blot: utilizando diferentes enzimas de restriccién que den lugar a
grandes fragmentos de ADN y sondas complementarias para reconocer los

fragmentos obtenidos con las enzimas de restriccion.

- Por PCR gap: utilizando primers que flanquean los puntos de corte de las

deleciones.

- Por MILPA: utilizando multiples sondas que se pueden unir a diferentes zonas a lo
largo del todo cluster y sélo se amplifican si se han unido a estas zonas especificas

(Harteveld et al, 2010).

e Utilidad del estudio molecular: no sélo nos va confirmar la presencia de una forma
severa (talasemia mayor o talasemia intermedia) sino que nos va permitir establecer
un pronéstico que nos permita planificar como debemos manejar en un futuro las
posibles complicaciones de los pacientes. En este mismo sentido, el estudio molecular
es necesario para identificar pacientes en la fase pre-sintomatica que en el despistaje
neonatal presentan una alta sospecha de padecer una forma grave. Aunque no
siempre el genotipo se correlaciona con el fenotipo, en la mayoria de las ocasiones la
identificacion de la lesion molecular nos va a permitir realizar un consejo genético
adecuado y desarrollar programas de control, que han demostrado ser eficaces en la
reduccion de los nacimientos de nifios afectos en el caso de la B-talasemia. El estudio
molecular es indispensable para realizar el diagndstico prenatal en las primeras
semanas de la gestacion y permite, ademas, la posibilidad de poder realizar un
procedimiento de fecundacion in vitro para seleccionar embriones sanos que no
presenten talasemia y puedan servir como donantes HLA idénticos para un hermano

afecto, ampliando las posibilidades de trasplante que puede tener un paciente.
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4. AVANCES DE LA HEMATIMETRIA Y LOS ANALIZADORES

HEMATOLOGICOS RESPECTO AL ESTUDIO DE LA SERIE ROJA

Durante los ultimos 20 afos, los analizadores hematolégicos han sufrido una enorme
evolucién tecnolégica, aumentandose considerablemente la informacion que
proporcionan (Briggs et al, 2009). Ademas de los resultados tradicionales del
hemograma de 9 pardmetros y el diferencial leucocitario, hoy en dia nos proporcionan
nuevos valores, tanto cuantitativos como cualitativos, siendo muchos de ellos de gran

ayuda en el diagnéstico clinico.

Los analizadores hematoldégicos, en general, miden de forma directa el nimero total
de hematies, VCM, ADE y Hb, siendo el resto de pardmetros eritrocitarios calculados

(hematocrito, HCM y CHCM).

A partir de 1990, con la incorporacién de nuevas tecnologias en los analizadores
hematoldgicos, empiezan a aparecer nuevos parametros que mejoran el diagnéstico
de forma considerable. Los nuevos pardmetros de laboratorio mas relevantes dentro

de la serie roja son los siguientes:

1. Eritroblastos: Su presencia indica una eritropoyesis muy aumentada o dafio u
ocupacidon medulary, salvo en los primeros dias de vida, siempre es patolégica.
Los analizadores hematoldgicos que los cuentan suelen marcar su nucleo
después de lisarlos para poder separarlos de los leucocitos. Su presencia nos
orienta en el diagndstico y su recuento automatico es mucho mas exacto que
el manual, dato que en ciertas circunstancias es importante, como en los

pacientes con sindromes talasémicos donde, para valorar la eficacia de las
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transfusiones, se recomienda tener una cifra de eritroblastos menor de 5 por

cada 100 leucocitos (Fosburg et al, 1990). Pueden dar lugar a falsas linfocitosis
si no son identificados correctamente. Ademas de eritroblastos, determinados
analizadores hematoldgicos son capaces de identificar la presencia de cuerpos

de Howell-Jolly.

2. Fraccidn de reticulocitos inmaduros (FRI): Son los reticulocitos que contienen

mayor cantidad de ARN y, por lo tanto, los mas jovenes. Su aumento predice la
recuperacion eritropoyética medular hasta 2-3 dias antes que el aumento de
reticulocitos absolutos, siendo de gran utilidad para valorar la recuperacién

después de quimioterapia y en anemias carenciales (Molina et al, 2007).

3. Contenido de hemoglobina reticulocitaria media (CHr): Seria una medida

indirecta del hierro funcional disponible para la producciéon de hematies en los
ultimos 3-4 dias. Es de gran utilidad para los estudios de anemia ferropénica y
anemia de los trastornos crénicos, asi como para valorar el estado férrico de
los pacientes en tratamiento con eritropoyetina (Goodnough et al, 2010).
Algunos analizadores hematoldgicos han desarrollado parametros parecidos a
CHr basandose en el volumen y en el contenido de Hb de los reticulocitos
(cuantos mas inmaduros, mayor volumen y menor contenido en Hb), pero no
estadn estandarizados por lo que sus resultados no son comparables entre
distintas tecnologias, aunque pueden ser de gran utilidad dentro de cada
laboratorio. Entre ellos destacan el equivalente de hemoglobina reticulocitaria

(Ret-He) y el contenido de Hb celular media reticulocitaria (CHr).
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4. Porcentaje de hematies hipocromos e hipercromos: La posibilidad de medir de

forma directa el contenido de Hb de los hematies (y no sélo de forma
calculada) y cuantificar simultaneamente su volumen, ha permitido tener
informacién de 9 poblaciones eritrocitarias. El porcentaje de hematies
hipocromos (%HIPO) es de gran utilidad en el déficit funcional de hierro
(Buttarello et al, 2010) y el porcentaje de hematies hipercromicos (%HIPER) es
de gran valor para sospechar esferocitosis hereditaria (Conway et al, 2002).

Estas medidas también se pueden realizar sobre la poblacién de reticulocitos.

5. Esquistocitos: Su identificacion y cuantificacion es fundamental para el
diagndstico de diversas patologias que suponen un riesgo vital para el paciente
por lo que los analizadores deben informarnos de su presencia. Su recuento al
microscopio es impreciso y subjetivo, habiendo una gran discordancia en sus
recuentos. Algunos analizadores informan de su recuento en pantallas de
investigacion y aunque la sensibilidad es bastante buena (cercana al 100%), la
especificidad es menor del 20%. En casos de sospecha, siempre se debe revisar

el frotis de sangre periférica (Lesesve et al, 2004).

5. PRINCIPALES APORTACIONES DE LA HEMATIMETRIA AL

DIAGNOSTICO DE HEMOGLOBINOPATIAS

5. 1. Clasificacidn de las anemias en funcién de parametros hematimétricos

A pesar de que para algunos autores la clasificacion de las anemias segun su VCM

elaborada por Wintrobe en 1930 (Wintrobe et al, 1930) esta ya obsoleta, lo cierto es
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que en la practica clinica no se ha abandonado del todo su uso. Lo mas relevante de
esta clasificacidn en lo que a las hemoglobinopatias se refiere, es que las talasemias
pertenecen al subgrupo de anemias microciticas; es decir, con VCM por debajo de lo
normal. Al contrario de lo que ocurre con VCM y CHCM, la HCM no se ve afectada por
variables preanaliticas (temperatura, tiempo de almacenamiento de la muestra) ni por
el nimero de reticulocitos (Brugnara et al, 2013). Esto le convierte en un parametro
mas fiable para identificar muestras de pacientes con posible talasemia, que seran

aquellas con HCM < 28 pg.

Otra manera de clasificar las anemias estd basada en la capacidad eritropoyética de la
médula, mas concretamente en los reticulocitos, que pueden ser medidos de forma
automatica por los analizadores hematoldgicos. De esta forma, distinguimos entre
anemias regenerativas (con recuento elevado de reticulocitos) y arregenerativas

(recuento normal o disminuido).

5. 2. Diagnoéstico diferencial entre ferropenia y talasemia en un paciente con

microcitosis.

El déficit de hierro y la talasemia son las dos principales causas de microcitosis, y, dado
gue su manejo clinico es muy diferente, el hecho de poder discriminar entre ambas

entidades tiene implicaciones importantes (Hallberg et al, 1992).

Los parametros de laboratorio mas clasicos se han utilizado desde hace afios como
cribado preliminar de estas entidades, siendo esta estrategia especialmente util en
areas geograficas donde la prevalencia de talasemia y ferropenia es alta. Aquellos
individuos portadores de un rasgo talasémico presentan habitualmente un recuento

de hematies totales mayor, niveles mas altos de Hb y CHCM vy, por el contrario, menor
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VCM y ADE que los pacientes con déficit de hierro (Urrechaga et al, 2009). Sin
embargo, en ocasiones puede no ser tan sencillo realizar este primer diagnéstico
diferencial de anemia microcitica, sobre todo cuando coexisten otras causas
carenciales, o en casos de anemia de trastorno crénico (que en ocasiones también

puede cursar con microcitosis).

Debido a esto, en los ultimos afios se han desarrollado nuevos pardametros de
laboratorio como las poblaciones eritrocitarias en funcién del volumeny la
concentracion de Hb de los hematies: porcentaje de hematies macrociticos
(%MACRO), microciticos (%MICRO), hipercréomicos (%HIPER) e hipocromicos (%HIPO).
De estos cuatro, el que mejor discrimina entre ferropenia y talasemia es %MICRO (es
significativamente mayor en portadores de rasgo talasémico). Ademas del valor
numeérico de dichos parametros, los analizadores que emplean la difraccién éptica
proporcionan eritrogramas con patrones tipicos tanto de anemia ferropénica como de
talasemia, permitiendo un sencillo diagndstico de presuncidn a primera vista

(Urrechaga et al, 2009).

Algunos autores han desarrollado indices para discriminar de forma rapida ambas
patologias, basados en ciertos pardmetros de laboratorio de los hematies que se
obtienen de forma automatica de los analizadores hematoldgicos (England et al, 1973;
Mentzer et al, 1973; Urrechaga et al, 2008). A pesar de tener buena sensibilidad y
especificidad, tienen 2 limitaciones: por un lado, fueron desarrollados para discriminar
entre anemia ferropénica y beta talasemia heterocigota (por lo que su aplicabilidad en
areas geograficas donde otros tipos de talasemias como la alfa sean muy prevalentes

esta limitada) y, por otro lado, practicamente todos ellos hay que calcularlos salvo uno,
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el cociente %MICRO/%HIPO (M/H) (calculado de forma automatica por los

analizadores hematoldgicos de Siemens).

Ademas de los mencionados analisis de parametros aislados o combinaciones de los
mismos, se han publicado algunos trabajos en los que se han disefiado funciones
matemadticas mas complejas basadas en pardmetros del hemograma para identificar
portadores de rasgo talasémico (Eldibany et al, 1999; Urrechaga 2013). La novedad
respecto a estudios previos es que han sido capaces de identificar tanto alfa como beta

talasemia, discriminando portadores frente a pacientes con anemia ferropénica.

5.3. Hematimetria en la delta-beta talasemia heterocigota

A pesar de ser menos frecuente que la B-talasemia heterocigota, en determinadas
areas geograficas (como Espaiia) la §B-talasemia heterocigota no es una entidad rara 'y
con frecuencia se infradiagnostica ya que ambas entidades se confunden con cierta
frecuencia. Por eso, es crucial disponer de herramientas diagndsticas que nos permitan
distinguirlas y poder asi dar a los portadores un consejo genético adecuado. Los
parametros clasicos del hemograma son muy similares en ambas entidades, con la
excepcion del ADE que es significativamente mayor en sujetos portadores de 8B-
talasemia heterocigota (Aslan et al, 2002; Donoghue, 1987; Juncd-Piera et al, 1990;

Miguel Sosa et al, 1990; Ferndndez-Valle et al, 1991).

5. 4. Hematimetria en la alfa talasemia

La principal aportacién de los indices corpusculares del hemograma en sujetos con
sospecha de a-talasemia es el diagndstico de presuncion del nimero de genes alfa
delecionados. En un estudio realizado en Espana, se observaron diferencias

estadisticamente significativas tanto en VCM como en HCM entre aquellos individuos
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con uno, dos y tres genes delecionados (Villegas et al, 1998). Los portadores de a*-
talasemia heterocigota presentaron VCM medio de 75 fl y HCM media de 26 pg,
mientras que en aquellos con pérdida de 2 genes alfa los valores medios fueron 69-70
fl y 22-23 pg. Entre los grupos de a’-talasemia heterocigota y a*-talasemia homocigota
(ambos con pérdida de 2 genes alfa) no se encontraron diferencias significativas. El
principal hallazgo de este articulo es que un HCM por debajo de 25 pg obliga a
descartar la pérdida de 2 genes alfa, especialmente individuos a°, que son los mas

relevantes de cara al consejo genético.

Estudios posteriores han confirmado estos hallazgos: hay mas microcitosis e
hipocromia en sujetos con pérdida de 2 genes alfa que en aquellos con pérdida de un

solo gen (Akhavan-Niaki et al, 2012).

5. 5. Cambios en los indices corpusculares de pacientes con hemoglobinopatias S

homocigota

En pacientes con anemia falciforme (HbSS) que reciben tratamiento con Hidroxiurea
para prevenir las crisis vasooclusivas se han observado cambios en los parametros de
serie roja del hemograma. Dichos pacientes presentan aumento del VCM y de la HCM
respecto a sus valores previos al inicio del tratamiento, y también podemos observar
en ellos como se reducen considerablemente tanto la CHCM como el recuento total de

reticulocitos asi como el %HIPER (Bridges et al, 1996).

El %HIPER de estos pacientes puede variar en funcion de ciertas situaciones clinicas,
especialmente antes y/o durante las crisis agudas de dolor (Ballas et al, 1992; Ballas et
al, 1991, Fabry et al, 1984). Se cree que estas células juegan un papel decisivo en la

patogénesis de la enfermedad, debido a su tendencia aumentada a sufrir
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polimerizacién y falciformacion. Se ha reportado recientemente que la presencia de
hematies hiperdensos en estos individuos se asocial con una mayor incidencia de

Ulceras cutdneas, priapismo, disfuncidn renal y hemdlisis (Bartolucci et al, 2012).
5. 6. Diferencias entre individuos con hemoglobinopatias SS y SC

Numerosos estudios han demostrado diferencias significativas en la mayoria de
pardmetros del hemograma entre los pacientes con hemoglobinopatia S homocigota y

los individuos con hemoglobinopatia SC.

Los individuos SC presentan un menor grado de anemia y una mayor deshidratacion de
los hematies que se traduce en una mayor microcitosis y, sobre todo, en una mayor

hipercromia (CHCM) que los pacientes SS (Ballas et al, 1987; Lawrence et al, 1991).

6. CARACTERISTICAS DEL AUTOANALIZADOR HEMATOLOGICO

ADVIA 2120 EN EL ANALISIS DE LA SERIE ROJA

El analizador Advia 2120 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY) es un
instrumento de diagndstico hematoldgico totalmente automatizado, con capacidad
para procesar 120 muestras por hora. El sistema Advia 2120 (Figura 7) utiliza la
tecnologia exclusiva por citometria de flujo bidimensional (2D) mediante la difracciéon
de luz laser. La medida de difraccion laser en dos angulos diferentes hace posible la

determinacion independiente del VCM y la CHCM, para cada hematie aisladamente.

93



Dado que esta tesis doctoral estd centrada en el estudio de serie roja, sélo se hara
referencia a la tecnologia del Advia 2120 para el estudio de hematies maduros, Hb y

reticulocitos.

Figura 7. Analizador Advia 2120

6. 1. ANALISIS DE HEMATIES

6. 1. 1. PRINCIPIOS DEL ANALISIS DE HEMATIES DEL ANALIZADOR ADVIA 2120
Esferificacion isovolumétrica

El reactivo de los hematies contiene sodio dodecil-sulfato (SDS) y glutaraldehido que
producen la esferificacién y la fijacidn parcial de las células rojas y de las plaquetas. La
esferifizacidn isovolumétrica elimina el contorno de la célula como factor variable, ya

gue podria causar resultados erréneos.

Enfoque hidro-dinamico

El reactivo Advia 2120 envolvente/aclarante alinea el flujo de muestra al pasar los dos
fluidos por la célula de flujo. Ello produce un Unico flujo de células de muestra y reduce
las coincidencias.
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Dispersion de luz monocromatica

Los hematies son analizados en el Advia 2120 utilizando un diodo Iaser para medir
tanto el VCM como la CHCM. La cantidad de luz dispersada en el dngulo bajo (2°-3°)
depende del volumen de la célula y la cantidad de Hb del dngulo alto (5°-15°) esta
relacionada con el indice de refraccion de la célula. Para los hematies, el indice de
refraccion se traduce como la concentracidon de Hb intracelular y para las plaquetas
como la cantidad de granulacion (y por tanto el estado de activacidn).

6. 1. 2. REPRESENTACION GRAFICA (CITOGRAMAS E HISTOGRAMAS) DE LOS
HEMATIES EN EL ADVIA 2120

Citograma de Hematies — MAPA MIE

El citograma Difraccién HEM es la representacion grafica de dos mediciones de
difraccidén de luz: la difraccidn de dngulo alto (5° a 15°) se traza en el eje Xy la
difraccioén de la luz de dngulo bajo (2° a 3°) se traza en el eje Y (Figura 8).

El mapa de HEM muestra la relacidn entre las mediciones de difraccidon de luz y las
caracteristicas célula a célula de VCM y CHCM. La cuadricula del mapa abarca
voliumenes HEM entre 30 fl y 180 fl, y concentraciones de Hb entre 19 g/dl y 49 g/dlI.
Las plaguetas se muestran en la esquina inferior izquierda (Figura 8).

Citograma Volumen/Concentracion de Hemoglobina (V/CH)

El citograma Volumen/concentracién de Hb (V/CH) es una version lineal del mapa HEM
que aparece en el citograma HEM. En el citograma V/CH, la concentracion de Hb se
representa en el eje X y el volumen celular en el eje Y. En este citograma sélo aparecen

hematies (Figura 9).
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El nimero de células fuera de estos umbrales (volumen 60-120 fl y concentracién de
hemoglobina 28-41 g/dl) indica un porcentaje de células microciticas, macrociticas,
hipocrémicas e hipercréomicas.

Con ello se asegura la deteccidn sensible y especifica de poblaciones de hematies
minoritarias, por ejemplo esferocitos, el comienzo de una deficiencia de hierro o de

poblaciones dimbrficas.

Wbk - lé‘ :
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Figura 8. Citograma de Figura 9. Citograma Volumen
Hematies — MAPA MIE /Concentracion de Hemoglobina (V/CH)

Histogramas de Hematies (Figura 10)

-Volumen de hematies. Campo: 0-200 fl. Umbrales: 60 fl a 120 fl. El| VCM es la media
del histograma de volumen de hematies. El ADE o RDW es el coeficiente de variacion
de la poblacidn (anisocitosis).

-Concentraciéon de Hemoglobina. Campo: 0-50 g/dl. Umbrales: 280 g/dl a 41 g/dl. HCM
es la media del histograma de concentracion de Hb de los hematies. HDW es la

desviacién estandar de la poblacidn (anisocromia).

96



-Contenido de Hemoglobina. Campo: 0-100 pg. CH es la media del histograma de

contenido de Hb de los hematies. CHDW es el coeficiente de variacion de la poblacion.

Figura 10. Histogramas de Hematies

6. 1. 3. VENTAJAS DE LA TECNOLOGIA ADVIA 2120 EN EL ANALISIS DE HEMATIES
-Férmula eritrocitaria: La utilizaciéon de dos umbrales fijos en cada eje posibilita la
definicidn de nueve areas celulares en funcién del volumen celular y el contenido de
Hb. Esto proporciona las bases de las alarmas morfoldgicas de serie roja. El nimero de
células fuera de estos umbrales nos indica el porcentaje de hematies exacto de
microciticos, macrociticos, hipocrémicos e hipercrémicos.

El histograma de hematies ilustra la deteccidon de las poblaciones minoritarias de
hematies de forma especifica y sensible, ayudando a la diferenciacion entre las
distintas enfermedades y el estadio en que se encuentran, como la deficiencia de

hierro, anemia, talasemia y otras patologias de serie roja.

El sistema Advia 2120 proporciona las nueve poblaciones eritrocitarias en valor
absoluto y tanto por ciento; ademas de posicionar graficamente en el histograma HEM
V/HC cada una de las poblaciones eritrocitarias en funcion de su VCM y CHCM. Estas

caracteristicas son de gran ayuda para el rapido diagndstico del paciente.
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-Ratio Microcitosis/Hipocromia: E| sistema Advia 2120 informa del ratio
Microcitosis/Hipocromia, que nos proporciona informacion valiosa para diagndstico y
la exclusidn tanto de la anemia ferropénica como de la talasemia heterocigota.
-Citogramas de ayuda al diagndstico: Existen distintos patrones graficos que
proporciona el analizador Advia 2120 segun las diferentes patologias de serie roja. Este
patron grafico nos sirve como guia o soporte para el diagndstico de las distintas
patologias eritroides de forma facil y rapida. Otra de las utilidades de este patrén
grafico es la observacién de la evolucidn de los tratamientos. Un ejemplo grafico seria
el de una anemia ferropénica, donde se puede observar cémo la poblacién macrocitica

es desplazada por una poblacién normocitica con la normalizacidn de las constantes.

6. 2. ANALISIS DE HEMOGLOBINA

El sistema Advia 2120 utiliza la metodologia de referencia por colorimetria y ademas la
metodologia laser para el calculo de la Hb exclusiva de los analizadores Advia 2120. La
metodologia laser nos proporciona informacién adicional para llegar a un diagndstico
rapido y fiable.

Evita las interferencias fotométricas con la Hb en casos de lipemia, leucocitosis,

crioglobulinas y anemias hemoliticas.

6. 3. ANALISIS DE RETICULOCITOS

Los reticulocitos proporcionan una valoracion de la actividad eritropoyética en tiempo

real. Midiendo tanto el tamafio como el contenido de Hb, el Advia 2120 no sélo
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determina el grado de actividad sino también la eficacia de estas células en términos
de su capacidad eritropoyética.

6. 3. 1. PRINCIPIOS DEL ANALISIS DE RETICULOCITOS DEL ANALIZADOR ADVIA 2120
Esferificacion y tincion

El método de reticulocitos utilizado por el Advia 2120 esta basado en el procedimiento
de hematies (véase “esferificacidon isovolumétrica de los hematies, punto 6. 1. 1), con
la adicion de un colorante de acido nucleico llamado Oxazine 750. Las células son
esferificadas de forma isovolumétrica, tenidas y luego analizadas por el laser dptico.
Dispersion de luz monocromatica

Las células son posicionadas en funcién de su volumen en el eje vertical frente a la
creciente absorcion en el eje horizontal. Cuanto mds ARNm haya en la célula, mas se
va a tefiir con Oxazine 750, y tanto mas adelante se encontrard en el eje de izquierda a
derecha (Figura 11, derecha).

El software del sistema aplica un analisis estadistico a los grupos para delimitar los
hematies maduros de los reticulocitos. La poblacion de reticulocitos puede ser
subdividida, entonces, en tres poblaciones de baja, media y alta absorcion.
Normalmente, se examinan 40.000 células en diez segundos. Puesto que el analizador
realiza un recuento de células, no es necesario hacer un recuento completo de sangre
para dar un recuento de reticulocitos absoluto.

6. 3. 2. PARAMETROS RETICULOCITARIOS PROPORCIONADOS POR EL ADVIA 2120
Ademas del recuento de reticulocitos (tanto porcentaje como valor absoluto), el Advia
2120 proporciona también el indice de Maduracién de Reticulocitos e indices

Corpusculares de Reticulocitos, como son VCMr, CHr y CHCMr. Ademas, cuantifica 3
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poblaciones reticulocitarias segun su fluorescencia en funcién de su contenido en

ARNm [bajo (%L-RTC, L-RTC), medio (%M-RTC, M-RTC) y alto (%H-RTC, H-RTC)].

6. 3. 3. REPRESENTACION GRAFICA (CITOGRAMAS E HISTOGRAMAS) DE LOS
RETICULOCITOS EN EL ADVIA 2120

Citograma Difraccidn Reticulocitos

Este citograma es la representacién grafica de dos mediciones de difraccién. La
difraccion de dngulo alto se representa a lo largo del eje X, mientras que la difraccion
de dngulo bajo esta representada a lo largo del eje Y.

Las células identificadas como hematies maduros son tefiidas de rojo, mientras que las
células identificadas como reticulocitos son tefiidos de color azul (Figura 11, izquierda).
Este mapa indica la naturaleza de los reticulocitos como células mayores que los
hematies con una menor concentracion de Hb.

Citograma Difracciéon Abs Reticulocitos

Este citograma es la representacidn grafica de las mediciones de absorcidon y difraccidon
de luz. La absorcién de alta ganancia (maduracién celular) se representa a lo largo del
eje Xy la difraccion de angulo alto o poca ganancia (tamafio celular) se representa a lo

largo del eje Y (Figura 11, derecha).
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Fieura 11.

Histogramas de Reticulocitos (Figura 12)

-Volumen de Reticulocitos. Campo: 0-200 fl. El histograma de volumen de reticulocitos
representa la distribucidn solapada de hematies maduros y reticulocitos en funciéon del
tamafio celular

-Concentracion de Hemoglobina de Reticulocitos. Campo: 0-50 g/dl. El histograma de
la concentracidon de Hb de los reticulocitos representa la distribucién superpuesta de la
concentracion de Hb celular de los hematies maduros y reticulocitos.

-Contenido de Hemoglobina de Reticulocitos. Campo: 0-100 pg. El histograma de Hb
celular reticulocitaria representa las distribuciones superpuestas de hematies maduros

y reticulocitos por el peso real o la masa de Hb presente en cada célula.

Figura 12. Histogramas de Reticulocitos del Advia 2120
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6. 3. 4. VENTAJAS DE LA TECNOLOGIA ADVIA 2120 EN EL ANALISIS DE RETICULOCITOS
-Evaluacion en tiempo real de la actividad eritropoyetina. Al medir el tamafio y el
contenido de Hb de los reticulocitos, los sistemas Advia evaltan la efectividad de los
reticulocitos en relacién a la capacidad de sintesis del grupo Hemo a tiempo real
evaluando su actividad. Los sistemas Advia proporcionan tres histogramas de gran
utilidad clinica en los cuales se representan el volumen (VCMr), concentracion de Hb
(CHCMr) y contenido de Hb (CHr) de los reticulocitos en azul sobreimpresionados
sobre la poblacion de hematies en rojo.

-CHr o contenido de hemoglobina de los reticulocitos: El pardmetro CHr proporciona
una instantanea del contenido de hierro de los hematies al observar el contenido de
Hb de los reticulocitos, de gran ayuda en el diagndstico del déficit de hierro. El
diagndstico de ferropenia se ha basado tradicionalmente en marcadores bioquimicos
del metabolismo de hierro, ademas de los rasgos morfoldgicos de serie roja
(hipocromia, microcitosis). La baja sensibilidad y especificidad de los marcadores
bioquimicos ha motivado la busqueda de marcadores mas precisos y eficaces para su
diagnéstico. Estudios recientes han demostrado que el CHr es mas especifico y sensible
gue la ferritina y la saturacion de transferrina para diagnosticar la ferropenia.
-Subpoblaciones reticulocitarias: Podemos hacernos una idea mas precisa del estado
de la eritropoyesis de un paciente, ya que esta tecnologia nos clasifica los reticulocitos
en 3 subpoblaciones segun su fluorescencia en funcién de su contenido en ARNm. Asi,
podemos ser capaces de detectar un mayor componente de eritropoyesis ineficaz que

no sea clinicamente significativo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipétesis:

Demostrar el valor de la hematimetria en el diagndstico de presuncién de

hemoglobinopatias.

Objetivos:

1)

2)

3)

4)

5)

Analizar las diferencias, tanto en los pardmetros clasicos del hemograma como
en las poblaciones eritrocitarias, entre los portadores de delta-beta talasemia
heterocigota, los portadores de beta talasemia heterocigota y pacientes con

déficit de hierro.

Correlacionar las diferencias encontradas con las caracteristicas fisiopatolégicas

de cada una de estas tres entidades.

Comprobar si las diferencias encontradas en los parametros de hematies
maduros se observan también en los reticulocitos de estos tres grupos de

pacientes.

Intentar encontrar un parametro o combinacién de parametros del hemograma
con la capacidad de predecir si un individuo es portador de una

hemoglobinopatia estructural.

Estudiar las diferencias en los pardmetros hematoldgicos de laboratorio entre
sujetos portadores de Hb S heterocigota y sujetos portadores de Hb C
heterocigota, y correlacionar dichas diferencias con la fisiopatologia de ambas

entidades.
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the differences not only in classic
hematologic parameters but also in RBC subpopulations
among of-thalassemia trait (6p-TT), f-thalassemia trait
(B-TT), and iron deficiency anemia (IDA) and to evaluate the
role of fetal hemoglobin (HDF) in elevated RBC distribution
width (RDW).

Metheds: Samples from 553 patients with microcytosis

(74 6f-TT, 272 B-TT, and 207 IDA) were run on an Advia
2120i analvzer (Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Tarrytown, NY). Classic hematologic parameters and RBC
subpopulations were assessed. The corvelation between HbF
and RDW in patients with thalassemia (both p and ) was
evaluated. An independent sample t test was used to compare
classic hematologic parameters and RBC subpopulations
among p-TT, IDA, and 65-TT and receiver operating

characteristic curves performed in the significant comparisons.

Results: RDW was significantly higher in é6-TT compared
with p-TT (18.79% vs 16.04%, P < .001), as was mean
corpuscular volume (66.39 vs 64.82 fL, P < .001), mean
corpuscular hemoglobin (20.73 vs 20.04 pg, P < .001),

and mean corpuscular hemoglobin concentration (31.16 vs
30.66 g/dL, P = .03). Pearson coefficient showed a good
corvelation berween HbF and RDW. The values obtained
for all the parameters were significantly different (P < .001)
between patients with thalassemia (f and 6f) and IDA.

Conclusions: RDW is the best parameter to discriminate
of-TT from p-TT. The degree of anisocytosis in patients with
B-TT and o5-1T is strongly correlated with HbF.

@© American Society for Clinical Pathology

Upon completion of this activity you will be able to:

* describe the main laboratory parameters required to discriminate
among iron deficiency anemia, B-thalassemia trait, and
0Op-thalassemia trait.

predict whether a patient is more likely to have - or
0Op-thalassemia trait based on the mean corpuscular volume, mean
corpuscular hemoglobin, and RBC distribution width.
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Since iron deficiency and thalassemia are the most
common causes of microcytic anemia and the clinical
management of both pathologies is quite different, the
discrimination between thalassemic and nonthalassemic
microcytosis has important implications.! Iron deficiency
anemia (IDA) may result from menstrual loss in childbearing-
age women, inadequate iron intake, or chronic blood loss in
the gastrointestinal tract in elderly patients.? Impaired globin
chain synthesis and decreased hemoglobinization can lead to
microcytic anemia in patients with thalassemia.?

Most molecular mechanisms of -thalassemia are point
mutations (single-base substitution) or insertions or deletions
mvolving several nucleotides, while gene deletion is less
common. Deletions affecting the -globin gene cluster result in
the syndromes of p-thalassemuia, hereditary persistence of fetal
hemoglobin (HPFH), éB-thalassemia, and yop-thalassemia.
The 6p-thalassemia trait (6p-TT) results from the deletion of
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( and & genes and is characterized by an elevation of fetal
hemoglobin (HbF) with normal values of hemoglobin (Hb)
A, * Patients with a heterozygous condition are asymptomatic
or develop mild anemia, whereas homozygotes usually have
thalassemia intermedia.*

Despite being less frequent than the p-thalassenua trait
(B-TT). 8B-TT is not a rare condition in some geographical
areas and sometimes may be misdiagnosed. so it is crucial to
have efficient tools to distinguish both pathologies to give the
patients proper genetic counseling. Classic RBC parameters are
similar in both entities. with the exception of RBC distribution
width (RDW). HUF is restricted to a few erythrocytes (F cells)
in normal human adults, but the reasons for this fact remain
unknown.® Heterogeneous distribution of HbF among RBCs
may lead to two different RBC populations and, consequently,
to an elevated RDW in patients with -TT.® According to
RDW, patients with 83-TT can be discriminated from those
with B-TT.”!° However, no statistical correlation between
HbF and RDW has been reported to date. Moreover, since
patients with IDA also have elevated RDW. different tools for
a presumptive diagnosis can be very helpful if the iron study
results are not ready or inconclusive.

It is sometimes inappropriate to use classic hematologic
parameters to discriminate patients with IDA from those with
thalassemia or anemia of chronic disease.!! Because of that,
RBC subpopulations in B-TT and IDA have been evaluated in
several studies. Both pathologies have typical patterns in the
histograms provided by hematologic analyzers of different
manufacturers.!>16 In addition, linear discriminant functions
based on hemogram data have been proposed to differentiate
between IDA and thalassemia, so the samples can be selected
for further genetic analysis.!” However, none of the mentioned
studies included patients with 6p-TT. so the question of
whether RBC subpopulations are able to discriminate patients
with 6p-TT still remains unclear. The aims of our study were
(1) to analyze the differences not only in classic hematologic
parameters but also in RBC subpopulations among 63-TT,
B-TT. and IDA; (2) to clarify the role of HbF in elevated
RDW:; and (3) to evaluate the diagnostic performance of the
parameters in the three types of microcytosis.

Materials and Methods

Study Samples

Over a 13-month period (March 2012—April 2013), 553
individual unique cases of microcytosis (mean corpuscular
volume [MCV] <80 fL) recruited in the Central Laboratory
of Madrid, Spain, were mitially included in the study: 74 with
8B-TT, 272 with B-TT. and 207 with IDA. All samples were
collected in K3-EDTA anticoagulant (Vacuette; Greiner Bio-
One, Alphen aan de Riyn, the Netherlands), and a CBC and
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an iron panel (serum iron, ferritin, transferrin, and transferrin
saturation index [ TSI]) were performed in all samples. Patients
with IDA with Hb levels less than 90 g/l were not inchuided
because in daily practice, they are not considered to have
the thalassemia trait. To increase the clinical applicability of
the study, patients with thalassemia and concomitant iron
deficiency (ferritin <20 ng/mL and/or TSI <20%) were not
excluded from the analysis.

Analytical Methods

The CBC was performed with the Advia 21201 analyzer
(Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tamrytown, NY)
within 6 hours of collection. Ferritin, transferrin, and TSI were
measured by chemiluminescence immunoassay in the Advia
Centaur (Siemens Medical Solutions Diagnostics).

HbA, and HDF levels were defermined by high-
performance liquid chromatography on the HA-8160 analyzer
(Menarini Diagnostics, Florence, Italy). Patients with increased
HDA, levels (>3.4%) were considered to have B-TT, whereas
diagnosis of 8B-TT was made if HbF was more than 3% and
HDbA, was 3.4% or less. In doubtful cases, a multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) study was carried out
to screen for deletions in the human p-globin gene cluster.
The MLPA is a comparative method based on the quantitative
amplification and a subsequent fragment analysis of multiple
probes hybridized across a region of interest. Since probe
amplification can be achieved only when target DNA is in the
sample, this method allows for a genetic profile showing the
copy number variation of those targets m a patient’s genome.
Here we used a commercial kit (MLPA kit P102-B2 HBB:
MRC-Holland, Amsterdam, the Netherlands) that contains
28 probes designed to detect copy number changes in the
hemoglobin [ locus, from 1 Mb upstream the locus control
region to 10 Kb downstream of f-globin gene. MLPA reactions
were performed according to the manufacturer’s instructions
and as previously described.'® Amplification products were
separated by capillary electrophoresis on an ABI PRISM 3100
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA). GeneMapper
version 3.7 (Applied Biosystems) was used for size calling,
and the data obtained were analyzed with Coffalyser software
(MRC-Holland). Five normal DNA samples. with normal
RBC indices. were used as healthy controls for MLPA
reactions. Absolute value of HbF was obtained by multiplying
total Hb levels by the percentage of HbF.

The following variables obtained from the Advia 21201
analyzer were assessed in the three groups of patients: RBC
count, Hb levels, MCV, mean corpuscular hemoglobin
(MCH). mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC), RDW, percentage of macrocytic RBC (2eMACRO),
percentage of microcytic RBC (%MICRO). percentage
of hyperchromic RBC (%HYPER), and percentage of
hypochromic RBC (%HYPO).

© American Society for Clinical Pathology

111



To analyze the impact of HbF m the RDW, three subsets
of patients with thalassemia were considered: p-TT with HbF
less than 2%, B-TT with HbF more than 2%, and 6p-TT.

A second step analysis was made to wvalidate the
parameters with higher discriminant efficiency (area under the
curve [AUC] >0.8) between 6p-TT and p-TT. Therefore, from
June 2013 through March 2014, we prospectively collected
all 8p-TT and B-TT cases diagnosed in our laboratory and
evaluated whether the best cutoff for those parameters
identified the type of thalassemia. For this second step, 218
B-TT and 41 6B-TT new individual cases were evaluated.

Statistical Analysis

An independent sample f test was used to compare
classical hematologic parameters and RBC subpopulations
among (-TT. IDA, and &B-TT. Bonferroni correction was
used to counteract the problem of multiple comparisons,
and P values less than .05 were considered statistically
significant. Receiver operating characteristic (ROC) curves
were plotted for those parameters that showed significant
differences. The AUC of the parameters was used to evaluate
their diagnostic performance. A cutoff was selected for RDW
to discriminate B-TT from 6p-TT. The Pearson coefficient
was estimated to assess the correlation between HbLF and
RDW and a one-way analysis of variance test was performed
to compare the values of RDW in B-TT with HbF less
than 2%. B-TT with HbF more than 2%, and op-TT. SPSS
version 19.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL) was used for
statistical analysis of the results.

Results

The rehability of the results is guaranteed with daily
internal quality control (provided by the manufacturer) and
external quality assessment every month (Hemqual program,
Sociedad Espafiola Hematologia y Hemoterapia).

AJCP | OricINAL ARTICLE

Hematologic data of the three groups of patients are
summarized in BTable 10. We found statistically significant
differences between PB-TT and 6p-TT not only in RDW
(18.79% for 6p-TT and 16.04% for p-TT, P < .001) but also
in MCV (66.39 vs 64.82 fL, P < .001). MCH (20.73 vs 20.04
pg. P < .001). and MCHC (31.16 vs 30.66 g/dL, P = .03). No
significant differences in RBCs, Hb, %MACRO, %MICRO,
%HYPO, and %HYPER were found between both entities.

Differences in RDW values in B-TT with HbF less than
2% (15.74%). B-TT with HbF more than 2% (17.09%). and
op-TT (18.79%) were statistically significant (P < .001)
IFigure 10. RDW showed high discriminant efficiency (AUC,
0.914). and the cutoff of 17.35% provided a sensitivity of
84.5% and a specificity of 85.9%.

Pearson coefficient showed good correlation between the
percentage of HbF and RDW (» = 0.762, P < .001) EFigure 21
and also between the absolute value of HbF and RDW (r =
0.661, P < .001) BFigure 31

In patients with B-TT, RBC count was higher (5.95 =
10%%/L) than in those with IDA (4.99 > 10%L, P < .001). as
was Hb (11.90 vs 10.79 g/dL, P < .001) and MCHC (30.66
vs 29.34 g/dL, P<.001). Mean MCV (64.82 vs 72.31 L, P<
.001), MCH (20.04 vs 21.72 pg. P < .001), and RDW (16.04%
vs 17.59%, P < .001) were lower. Significant differences in
the four RBC subpopulations were also found: %eMACRO
(0.02% vs 0.13%, P<.001), %MICRO (34.27% vs 18.41%, P
<.001), %HYPER (0.69% vs 0.26%, P < .001). and %HYPO
(21.36% vs 34.18%, P < .001).

All parameters evaluated showed statistically significant
differences between 8p-TT and IDA. RBC count (5.84 =
1012/1. vs 4.99 = 1014/, P < .001), Hb levels (12.09 vs 10.79
g/dL., P < .001), MCHC (31.16 vs 29.34 g/dL, P < .001), and
RDW (18.79% vs 17.59%, P < .001) were higher in 6p-TT.
Mean MCV (66.39 vs 72.31 fL., P<.001) and MCH (20.73 vs
21.72 pg. P < .001) were higher in IDA. RBC subpopulations
analysis revealed higher %MACRO in patients with IDA
(0.13% vs 0.03%, P < .001), whereas %MICRO was more

ITable 10
Hematologic Parameters (Mean + SD) in the f-Thalassemia Trait, p-Thalassemia Trait, and Iron Deficiency Anemia
5p-TT 8B-TT vs B-TT, B-TT B-TT vs IDA, DA IDA vs 6p-TT,

Parameter (n="74) P Value (n=272) P Value (n=207) P Value
RBC, =10'3/L 584+ 0.60 NS 5.95 £ 0.68 <.001 4.99 £ 0.59 <.001
Hb, a/dL 12.09 £ 1.22 NS 11.90 £ 1.37 <.001 10.79 £+ 1.20 <.001
MCV, fL 66.39 £ 2.35 <.00 64.82 +3.43 <.001 7231 +£5.25 <.001
MCH, pg 20.73 £1.06 <.001 20.04 £ 1.35 <.001 2172 £19 <.001
MCHC, g/dL 3116 £ 1.10 .03 30.66 + 1.06 <.001 29.34 + 145 <.001
RDW, % 18.79 + 1.36 <.00 16.04 + 1.34 <.001 1759 £ 2.38 <.001
%MACRO 0.03 £ 0.004 NS 0.02 £ 0.005 <.001 013+ 0.016 <.001
%MICRO 3222 + 6.86 NS 3427 £ 1171 <.001 18.41 + 11.27 <.001
%HYPER 091 +£0.67 NS 0.69 £ 051 <.001 0.26+0.25 <.001
%HYPO 18.16 £ 8.86 NS 21.36 + 9.82 <.001 34.18 £ 16.25 <.001

Hb. hemoglobm: *%HYPER. percentage of hyperchromic RBCs: %HYPO, percentage of hypochronue RBCs; IDA, wron deficiency anemma; %0MACRO. percentage of macrocytic
RBCs: MCH, mean corpuscular hemoglobin: MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration: MCV. mean corpuscular volume; %MICRO, percentage of nucroeytic
RBCs: NS, nonsigmificant differences; RDW. RBC distribution width; TT, thalassenua trast.

(© American Society for Clinical Pathology

Am J Clin Pathol 2014:142:567-572 569
DOl 10.1209/AJCPPBQSUBTWHXTS

112



Velasco-Rodriguez et al | Laroratory DiacNosis oF 3B-THALasSEMIA

30.0+

25.0+

20.04

RDW

i

10.04

1
p-Thalassemia
with HbF <2%

I
p-Thalassemia
with HbF =2%

1
Iron Deficiency
Anemia

I
&p-Thalassemia

Diagnosis

IFigure 10 Box-and-whisker plot showing RBC distribution width (RDW) values in the different groups of patients. Differences

were statistically significant (P < .001).

elevated in those with 6p-TT (32.22% vs 18.41%, P < .001).
%HYPER was higher in 6p-TT as well (0.91% vs 0.26%, P <
.001). and %HYPO was lower (18.16% vs 34.18%. P < .001).
ROC analysis of classic hematologic parameters and RBC
subpopulations 1s summarized in ITable 20.

In the second step of the study, only RDW (AUC. 0.914)
was evaluated to discriminate between 63-TT and p-TT, since
the AUC of MCH and MCV (0.668 and 0.662. respectively)
revealed poor diagnostic performance. When a threshold of
17.35% for RDW was applied in the validation group, 185
cases of B-TT (84.9%) and 37 cases of 6p-TT (90.2%) were
accurately identified.

Discussion

The treatment of the fwo most common causes of
microcytic anemia is quite different, so it is crucial to
distinguish them properly. The study of microcytosis should
always include iron parameters. If iron levels are normal or
elevated. a thalassemia should be suspected. An elevation
of HbA,, regardless of HbF values, leads to the diagnosis of
B-TT. However. if HbA,, values are normal and determination
of HbF is not performed, the patient cannot be properly
diagnosed. Both 6p-TT and o-TT show normal values of
HbA,. with elevated and normal HbF values, respectively.
Therefore, determunation of HbF values plays a key role in

570 AmJClin Pathol 2014;142:567-573
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ITable 21
Receiver Operating Characteristic Analysis: Area Under the
Curve of Hematologic Parameters

Parameter Op-TTvs B-TT B-TTvsIDA IDAvsep-TT
RBC, =102/ NC 0.871 0.868
Hb, afdL NC 0.739 0.795
MCV, fL 0.662 0.879 0.837
MCH, pg 0.668 0.763 0.671
MCHC, g/dL 0.6830 0.7¢1 0.854
RDW, % 0.914 0.732 0.733
%MACRO NC 0.724 0.677
%MICRO NC 0.840 0.849
%HYPER NC 0.827 0.910
%HYPO NC 0.754 0.817

Hb. hemoglobin; %HYPER. percentage of hyperchromic RBCs; %HYPO. percentage
of hypochromic RBCs: IDA, iron deficiency anerma; 2%MACRO, percentage of
macrocytic RBCs: MCH, mean corpuscular hemoglobin: MCHC, mean corpuscular
hemoglobm concentration; MCV. mean corpuscular volume; %MICRO, percentage
of microcytic RBCs; NC, not calculated; RDW, RBC distribution widih; TT.
thalassemma trart.

the differential diagnosis of patients with thalassemia and, in
our opimon, should always be performed. Otherwise, 6p-TT
may be misdiagnosed.

Sp-TTvs B-IT

Patients with thalassemia are characterized by an
mcrease in RBC count as a result of the chronic increase
in erythropoiesis with normal or slightly low Hb levels.
Decreased hemoglobinization and impaired globin chain
synthesis lead to a ligher number of divisions in erythroid
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IFigure 20 Relationship between the percentage of fetal
hemoglobin (HbF) and RBC distribution width (RDWV).
Correlation coefficient was calculated by Pearson method
(r=0.782; P < .001).

precursors and therefore to microcytosis in these patients.
Several studies have evaluated classic hematologic parameters
in B-TT and SB-TT.&191219 RDW was the only parameter
that showed significant differences between both types of
thalassemia in all cases. being more elevated in 6p-TT. Vaya
et al'® also reported higher MCV and MCHC in patients with
dB-TT, whereas Fernandez Valle et al'® also found differences
in MCV. Our results confirm that patients with 6p-TT have
more elevated RDW (18.79% vs 16.04%, P < .001) and are
also less microcytic and hypochromic. To our knowledge, this
is the first study in which the technology of the Advia 2120i
was applied to both B-TT and 6B-TT. In previous reports, the
CBC of patients with thalassemia was performed with Coulter
analyzers” or the H*2 analyzer.!? or no mention was made of
the technology applied.5-10

For unknown reasons. erythroid precursors show a
heterogeneous distribution of HbF that can be demonstrated
with the Kleihauer-Betke test.’® Analysis of the cellular
distribution of HbF by flow cytometry shows heterocellular
distribution in 6B-TT, whereas the pattern for HPFH is
homocellular?! Neither the Kleihauer-Betke test nor a flow
cytometry study was performed in our study. Although
differences in RDW between both entities have been reported
by many authors,5!? none of the published studies analyzed
whether HbF influences RDW. Our results demonstrate that
RDW is strongly affected by the percentage and the absolute
value of HbF in patients with B-TT and &B-TT. Therefore, if
a patient with laboratory features suggestive of thalassemia
shows elevated RDW as well, not only 6p-TT but also -TT
with high levels of HbF should be suspected. In addition,

(© American Society for Clinical Pathology
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IFigure 31 Relationship between the absolute value of
fetal hemoglobin (HbF) and RBC distribution width (RDW).
Correlation coefficient was calculated by Pearson method
(r=0861; P<.001).

although uncommon, 8p-TT carriers may sometimes have
normal or slightly elevated RDW. In our study, three (4.05%)
of 74 patients with 6p-TT had an RDW of 16.5% or less with
lower mean HbF values (2.46%). HDF is increased in patients
with 6B-TT due to an overexpression of y-globin genes by a
mechanism of loss of competence of transcription factors that
regulate the expression of B-globin genes.?? As a consequence
of 6 and B gene deletion, those transcription factors interact
with the y-locus promoter zones. Phenotypic expression
of HbF depends on the size and location of the deleted
sequences. Loss of regulatory regions of the expression of
y-globin genes can also influence HbF synthesis. 23

In patients with 3p-TT. the increase in v chain synthesis
may partially compensate for the lack of PB-globin chain
synthesis. Therefore, hemoglobinization of 6p-TT erythroid
precursors may be increased. which would explain their
higher MCHC, and they may consequently undergo fewer
divisions and have higher MCV than that in patients with
B-TT. MCH 1s derived from precise measurements of RBC
count and Hb. Many authors recommend using MCH instead
of MCV to screen for thalassemia, since the stability of
MCH during storage of blood samples is higher*2* MCH
was higher in patients with B-TT than in those with B-TT.
which can be explained by their higher hemoglobimization
and higher MCV. Further studies with a larger sample size of
prospectively selected 6p-TT and B-TT carriers are needed to
confirm these differences in MCH and MCHC. ROC analysis
confirmed that RDW is the most efficient single parameter
to discriminate between both pathologies (AUC, 0.914),
followed by MCH (AUC, 0.668) and MCV (AUC, 0.662).
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In the second step of the study, we prospectively identified
218 cases of B-TT and 41 cases of 6B-TT. In total. 84.9%
cases of B-TT (185 of 218) and 90.2% cases of 6p-TT (37
of 41) were accurately identified when the cutoff of 17.35%
for RDW was applied in the validation group. These results
confirm the reliability of RDW to discriminate between both
entities. The slightly lower proportion of properly identified
B-TT is probably due to persistence of HbF in some of these
patients, which leads to higher RDW. Therefore, it would be
of great interest if B-TT carriers with and without persistence
of HbF could be accurately identified with any hematologic
parameter. This question should be addressed in future studies
with prospectively selected patients with 3-TT. Neither MCH
nor MCV was considered in this second analysis, since none
proved to be efficient enough.

Eventhough 6B-TTisless microcytic and less hypochromic
than B-TT, no differences in the four RBC subpopulations were
found among them. Before Bonferroni correction was applied,
%HYPER had proved to be significantly higher and %HYPO
lower in 6B-TT compared with B-TT. This circumstance
indicates the need for an even larger sample of prospectively
selected patients with 6p-TT and B-TT to evaluate the role of
RBC subpopulations in their differential diagnosis.

B-TT vs IDA

Patients with B-TT usually have higher RBC counts, higher
Hb levels and MCHC, and lower MCV and RDW compared
with patients with IDA.1>1* In our study. differences between
B-TT and IDA were found not only in classic parameters but also
in RBC subpopulations with high statistical significance (P <
.001) in all. These results are similar to those reported previously
by Urrechaga et al'*!* and Jiménez et al,1? although Jiménez et
al considered B-TT and &B-TT together as a single group.

Although MCHC was lower in IDA. MCH was higher in
patients with IDA compared with those with B-TT. MCH is
influenced not only by hemoglobinization but especially by
the volume of RBCs.

The wvolume/hemoglobin concentration erythrogram
provided by the Advia 21201 analyzer shows characteristic
patterns for both IDA and thalassemia, so a first-sight
differential diagnosis can be easily made.!* In addition,
numeric values for RBC subpopulations are provided.
As expected, mean %MICRO was much more increased
in B-TT (34.27%) than in IDA (18.41%; P < .001). while
mean %HYPO showed an opposite trend (21.36% for
B-TT and 34.18% for IDA:; P < .001). To our knowledge.
neither %MACRO nor 2HYPER has ever been analyzed
in patients with B-TT and IDA. A possible explanation for
the more elevated %MACRO in patients with TDA could
be that bleeding patients were included in this group and,
consequently. their reticulocyte counts may have been
higher. Tron plays a key role in DNA synthesis, being part
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of ribonucleotide reductase, which catalyzes the formation
of deoxyribonucleotides.?> Therefore. iron deficiency leads
to fewer divisions of erythroid precursors and to a certain
degree of macrocytosis compared with 3-TT.

In previous studies, RBC count®® and %MICRO>1* have
demonstrated to be the most efficient single measurements in
the differential diagnosis of IDA and B-TT to date. According
to our data. discriminant efficiency of MCV (AUC, 0.879)
was higher than RBC count (AUC. 0.871) and %MICRO
(AUC, 0.840). which ranked second and third, respectively.
%MICRO performed slightly worse than expected, although
its AUC was good enough to discriminate both pathologies.

op-TT vs IDA

Similar to the comparison between B-TT and IDA, all
the parameters (including RBC subpopulations) showed
significant differences between 8p-TT and IDA. %HYPER
proved to be the most efficient parameter, with an AUC of
0.910, better than RBC count (AUC, 0.856) and MCHC
(AUC, 0.854). Most RBCs in IDA are hypochromic. whereas
the hemoglobinization of erythroid precursors in &B-TT is
enhanced by the increase in v chain synthesis. These two
factors can explain the differences in %HYPER. Although
both entities usually present with elevated RDW, inconsistent
differences among them have been reported so far. Similar to
results reported by Juncd Piera et al.® higher RDW was found
in 8B-TT (18.79% vs 17.59%, P < .001) compared with TDA
in our study. However, Miguel Sosa et al’ did not find those
differences. The discrepancy between the published studies
may be related to the different criteria of selecting patients anc
the variety of sample sizes among them.

When a patient with microcytic anemia is evaluated. it is
important to bear in mind the possibility of 6p3-TT. especially
in some geographical areas. This entity can sometimes be
mistaken for B-TT and IDA. and since the management
of these pathologies is quite different, reliable tools to
discriminate them are needed. Genetic counseling for 6f-TT
carriers is different from that given to B-TT carriers. Patients
with homozygous 6p-thalassemia usually have thalassemia
intermedia, which means they can often manage a normal
life but may need occasional transfusions depending on the
severity of their anemia. On the other hand., symptoms of
homozygous B-thalassemia major include severe anemia,
splenomegaly, bone deformities, and frequent transfusions
that may lead to iron overload. Both classic hematologic
parameters and RBC subpopulations have confirmed to
be useful in selecting microcytic samples for thalassemia
testing, and some (RDW) can discriminate efficiently between
6p-TT and B-TT. To our knowledge. this is the first study
that evaluates RBC subpopulations in patients with 8p-TT.
However, a possible drawback in our study is the fact
that molecular analysis was not performed in all samples.
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Sequencing of the p-globin gene was performed only in those
samples with inconclusive percentages of HbA, and HDF.

In conclusion. although RBC parameters obtamed from
hematologic analyzers are automated and rapid tools for a
presumptive diagnosis in patients with microcytic anemia,
they cannot replace the iron panel and determination of
both HbA, and HbF (when thalassemia is suspected). We
demonstrated here the value of RDW as a simple diagnostic tool
in the hematology laboratory. When a patient with suspected
thalassemia has an elevated RDW, the diagnosis is more likely
to be op-TT, especially with an RDW of 17.35% or higher in
our experience. However, the possibility of p-TT with elevated
HbF should also be considered. The RDW is strongly correlated
to the percentage of HbF, such that a patient with high HbF
levels will have more anisocytosis than a patient with normal
levels of HOF. This correlation has not been reported so far.
Although RDW was the most reliable parameter to discriminate
OB-TT from B-TT, some others such as MCH, MCV, and
MCHC may be also helpful in doubtful cases. Further studies
are needed to confirm these results and clanfy the efficiency
of RBC subpopulations on prospectively selected patients with
OB-TT and B-TT. Finally, both RBC subpopulations and classic
hematologic parameters provide good discrimination between
thalassemia (63-TT and B-TT) and TDA.

Address reprint requests to Dr Velasco-Rodriguez: Dept of
Hematology, Central Laboratory of Madrid, Hospital Infanta
Sofia, Paseo de Europa 34, 28702 San Sebastian de los Reyes,
Madrid, Spain; diegovelascorodriguez(@gmail.com.
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Reticulocyte parameters of delta beta thalassaemia
trait, beta thalassaemia trait and iron deficiency

anaemia

Diego Velasco-Rodriguez, ' Juan-Manuel Alonso-Dominguez,’
Fernando-Atallfo Gonzalez-Fernandez,"* Jess Villarrubia,'* Maria Sopefa,’
Lorena Abalo,' Paloma Ropero,* Jorge Martinez-Nieto,* Félix de la Fuente Gonzalo,*

Fernando Cava'

ABSTRACT

Aims To analyse the differences in reticulocyte indices
between delta beta thalassaemia trait (8p-TT), beta
thalassaemia trait (B-TT) and iron deficiency anaemia
(IDA), and to correlate those differences with the
physiopathological features of these three types of
microcytoses.

Methods We performed a descriptive study of 428
samples (43 8p-TT, 179 B-TT and 206 |DA) that were
run on Advia 2120 analyser (Siemens). The following
reticulocyte indices were assessed: absolute reticulocyte
count (ARC), percentage of reticulocytes, mean
corpuscular volume of reticulocytes (MCVr), haemoglobin
content of reticulocytes (CHr), mean corpuscular
haemoglobin concentration of reticulocytes, red blood
cell distribution width of reticulocytes (RDW),
haemoglobin distribution width of reticulocytes (HDWr)
and reticulocyte subpopulations based on their
fluorescence according to mRNA (low (L-R), medium
(M-R) and high (H-R)), MCV ratio and MCHC ratio.
Correlation between fetal haemoglobin (HbF) and RDWr
in patients with thalassaemia was evaluated.

Results RDWr was significantly higher in 8p-TT
compared with B-TT (15.03% vs 13.82%, p<0.001),
and so were HDWr (3.65% vs 3.27%, p<0.001), CHr
(23.68 vs 22.66 pg, p<0.001) and MCVr (88.3 vs
85.5fl, p<0.001). A good correlation was observed
between HbF and RDOWr (r=0.551, p<0.001). IDA
subjects have more immature reticulocytes, but less ARC
than B-TT, suggesting a certain degree of inefficent
erythropoiesis in IDA in comparison with B-TT.
Conclusions Previously described differences between
8B-TT, B-TT and IDA in the corpuscular indices of mature
red blood cell can also be abserved in reticulocytes. The
degree of anisocytosis in reticulocytes from patients with
thalassaemia is correlated with HbF.

INTRODUCTION

The study of reticulocytes has acquired great inter-
est and increasing importance following the intro-
duction of analysers that use specific dyes for RNA,
since precise and accurate counts can be performed
even at low concentrations.’ Reticulocytes are the
earliest crythmcytcs released into the bloodstream,
and they circulate for only 1 or 2 days.? Because of
their shorter life span in the circulation compared
with mature red blood cells (RBCs; 120 days), the
reticulocyte parameters are more reliable tools to
evaluate the bone marrow erythroid activity in real

time, given that changes in erythropoiesis can be
detected earlier.’

Some reticulocyte parameters have proved to
play a promising role in the study of several RBC
disorders. For example, reticulocyte haemoglobin
content (CHr) has been used to diagnose and
follow-up iron deficiency anaemia (IDA),” to
predict early functional iron deficiency in healthy
subjects,” to discriminate between IDA and
anaemia of chronic diseases’ and to distinguish
thalassaemia carriers from healthy®™” and iron-
deficient subjects.” '°*" Quantitatve information
about immature reticulocytes based on their
amount of RNA can also be obtained, and martur-
ation parameters may be helpful in the differential
diagnosis of anaemias."”

Iron deficiency and thalassaemia are the most
common causes of microcytic anaemia, and their clin-
ical management is quite different; so, the discrimin-
ation between thalassaemic and non-thalassaemic
microcytosis has important implications.™

Delta beta thalassaemia trait (8p-TT) results from
the deletion of beta and delta genes, and it is charac-
terised by elevation of fetal haemoglobin (HbF)
with normal values of HbA, *' Patients with hetero-
zygous condition are asymptomatic or develop mild
anaemia, whereas homozygotes usually have thalas-
saemia intermedia. Most molecular mechanisms of
beta thalassaemia are point mutations (single-base
substitution) or insertions or deletions involving
several nucleotides, while gene deletion is less
common.”' Despite being less frequent than bera
thalassaemia trait (B-TT), 88-TT is not a rare condi-
tion in some geographical areas, and may be some-
times misdiagnosed; so, it is crucial to have efficient
tools to distinguish both pathologies in order to give
the patients a proper genetic counselling.

The role of laboratory parameters of mature cells
in 8p-TT has been explored by many authors.?* "

Since reticulocytes are the previous stage in
erythropoiesis, it seems reasonable to hypothesise
that the differences in corpuscular indices of
mature RBC could also be found in reticulocytes,
and thus, contribute to explain the differences in
the physiopathology of both entities.

Although many studies have explored the utility
of reticulocytes in thalassaemic carriers,” 7
of them included patients with 83-TT. The aims of
our study were: (1) to analyse the differences in
reticulocyte indices between 8p-TT, B-TT and IDA

BM)
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and (2) to correlate those differences with the physiopathologi-
cal features of the three types of microcytosis.

MATERIALS AND METHODS

Study samples

Over a 13-month period (March 2012-April 2013), 552 cases
of microcytosis (MCV <80 fL) recruited in Central Laboratory
of Madrid were initially included in the study: 74 8p-TT, 272
B-TTand 206 IDA. Samples were all collected in K3-EDTA anti-
coagulant (Vacuette; Greiner Bio-One, Alphen aan de Rijn, The
Netherlands) and a complete blood count was performed in all
of them. Iron panel (serum iron, ferritin, transferrin and trans-
ferrin saturation index (TSI)) was performed in all of them. IDA
subjects with Hb levels below 90 g/l were not included because
they are not confused with thalassaemia trait in daily practice.
In order to avoid possible interferences in the analysed para-
meters in patients with thalassaemia due to concomitant IDA,
patients with thalassaemia and concomitant iron deficiency (fer-
ritin <20 ng/mL and/or TSI <20%) were not included in the
analysis. No other exclusion criteria were applied.

Haematological analyses

The reticulocyte analyses were all performed in the Advia 2120i
analyser (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown,
New York, USA) in a single run within 6 h of collection. The
reticulocyte reagent causes isovolumetric sphering of RBCs to
eliminate the variability of cell shape, and the reticulocytes are
stained with a nucleic acid-binding dye called oxazine 750.
Low-angle scatter (2°-3°), high-angle scatter (5°-15°) and
absorbance are measured simultaneously by three detectors as
the cells pass through the flow cell. Thus three different cyto-
grams are generated by this technology: (1) high-angle scatter
versus absorption, (2) low-angle scatter versus high-angle scatter
(Mie cytogram or RBC map) and (3) volume versus Hb concen-
tration. Quantitation and separation of reticulocytes are carried
out by the absorption cytogram, and the amount of oxazne
staining provides an additional subdivision into low-absorbing,
medium-absorbing and high-absorbing cells.

Serum ferritin and transferrin determination

Ferritin, transferrin and TSI were measured by chemilumines-
cence immunoassay in the Advia Centaur (Siemens Medical
Solutions Diagnostics, Tarrytown, New York, USA).

Molecular analyses

HbA; and HbF levels were determined by high-performance
liquid chromatography in the HA-8160 analyser (Menarini
Diagnostics, Florence, Italy). Patients with increased HbA, levels
(>3.4%) were considered to have BTT, whereas diagnosis of
SB-TT was made if HbF >3% and HbA, <3.4%. In doubtful
cases, multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
study was carried out to screen for deletions in the human beta
globin gene cluster. The MLPA is a comparative method based
on the quantitative amplification and a subsequent fragment
analysis of multiple probes hybridised across a region of inter-
est.”! Since probe amplification can be achieved only when
target DNA is in the sample, this method allows for a genetic
profile showing the copy number variation of those targets in a
patient’s genome. Here, we used a commercial kit (MLPA kit
P102-B2 HBB; MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands)
that contains 28 probes designed to detect copy number
changes in the haemoglobin beta locus, from 1 Mb upstream
the locus control region to 10 Kb downstream of beta globin

gene. MLPA reactions were performed according to the

manufacturer’s instructions and as previously described.’
Amplification products were separated by capillary electrophor-
esis on an ABI PRISM 3100 sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA). GeneMapper V3.7 (Applied
Biosystems) was used for size calling, and the data obtained
were analysed with Coffalyser software (MRC-Holland). Five
normal DNA samples, with normal RBC indices, were used as
healthy controls for MLPA reactions.

Reticulocyte parameters
The following reticulocyte parameters obtained from the Advia
21201 analyser were assessed in the three groups of patients:
absolute reticulocyte count (ARC), percentage of reticulocytes
(%R), mean corpuscular volume of reticulocytes (MCVr), CHr,
mean corpuscular haemoglobin concentration of reticulocytes
(MCHCr), red cell distribution width of reticulocytes (RDWr),
haemoglobin distribution width of reticulocytes (HDWr) and
reticulocyte subpopulations based on their fluorescence accord-
ing to mRNA (low (L-R), medium (M-R) and high (H-R)).
Immature reticulocyte count (IR) was defined as the addition of
M-R and H-R. The ratio of MCVr to MCV (MCV ratio) and
the ratio of MCHCr to MCHC (MCHC ratio) were calculated
to quantify the differences between reticulocytes and mature
RBC in size and haemoglobin concentration, respectively.

To analyse the impact of HbF in the RDWr, three subsets of
patients were considered: B-TT with HbF <2%, B-TT with HbF
=>2% and 83-TT.

Statistical analysis

Mean values and SD were the descriptive statistics used.
Shapiro-Wilk test was used to assess the normality of the vari-
ables. Independent sample t test was used to compare reticulo-
cyte indices between B-TT, IDA and &B-TT. Bonferroni
correction was used to counteract the problem of multiple com-
parisons, and p values <0.05 were considered to be statistically
significant. Pearson coefficient was estimated to assess the correl-
ation between HbF and RDWr, and one-way analysis of variance
test was performed to compare RDWr between B-TT with HbF
<2%, B-TT with HbF >2% and 8B-TT. One additional one-way
analysis of variance test was performed to compare CHr
between the three subsets of patients (B-TT, IDA and S3-TT).
The statistical software package SPSS V19.0 for Windows was
used for statistical analysis of the results (SPSS, Chicago, Illinois,

USA).

RESULTS

A total number of 43 8B-TT, 179 B-TT and 206 IDA were finally
evaluated. Mean values and SD of reticulocyte parameters of
the three groups of patients are summarised in table 1.

No significant differences in ARC and %R were found
between 8p-TT and -TT. The reticulocytes in 83-TT subjects pre-
sented significantly higher MCVr (88.30 vs 85.50 fL, p<0.001),
higher CHr (23.68 vs 22.66 pg, p<0.001), higher RDWr
(15.03% vs 13.82%, p<0.001) and higher HDWr (3.65% vs
3.27%, p<0.001).

Differences in RDWr values in BTT with HbF <2%
(13.52%), B-TT with HbF >2% (14.79%) and 8p-TT (15.03%)
were statistically significant (p<0.001) (figure 1). Pearson coeffi-
cient showed good correlation between the percentage of HbF
and RDWr (r=0.551, p<0.001) (figure 2).

None of the reticulocyte subpopulations based on RNA
content showed significant differences between - TT and B-TT.

In p-TT, ARC was higher (96.49x10%/L) than in IDA subjects
(87.07x10°/L, p<0.001) as well as %R (1.91% vs 1.71%,
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Table 1 Reticulocyte parameters (mean+SD) in 8p-TT, B-TT and IDA
Sp-TT B-TT IDA
n=43 Sp-TT vs p-TT n=179 B-TT vs IDA n=206 IDA vs 5-TT

ARC (x10%L) 112.37+40.13 NS 96.49+27.90 p=<0.001 87.07+34.06 NS

%R (%) 1.60:£0.69 NS 1.91£0.79 NS 1.71£055 NS

CHr (pg) 23.68+1.16 p<0.001 22.66x1.34 p<0.001 24.05+2 63 NS
MCVr (L) 88.30=3.94 p<0.001 85.50+4 67 p=<0.001 94.95+6.46 p<0.001
MCHCr (g/dL) 26.93+1.35 NS 26.70+1.12 p=<0.001 25.39+1 .64 p<0.001
RDWr (%) 15.03+1.50 p<0.001 13.82+137 p=<0.001 12.80+1.45 p<0.001
HDWr (%) 3.65:0.51 p<0.001 3.27+0.46 NS 3.15+0.54 p<0.001
%L-R (%) 81.67+6.59 NS 81.96+7.42 p=<0.001 78.05+6.91 NS

LR (x10°1) 611.00£15332 NS 718.25+207.18 p=<0.001 552.36+179.37 NS

% M-R (%) 14.92+4.72 NS 14.67+4.96 p<0.001 16.31+3.94 NS

M-R (x10°L) 118.58=62.71 NS 143.66+98.44 NS 206.30+124.09 NS
%H-R (%) 3.38+2.18 NS 3.36+2.92 p=<0.001 6.02::6.96 NS

H-R (x10°%) 26.05+21.52 NS 36.63+48.08 NS 41.29+32.80 p<0.001
%IR (%) 18.31+6.60 NS 18.03+7.42 p<0.001 22.33+9.28 NS

IR (x10°/L) 144,62+80.43 NS 180.29+142.44 NS 247.59+240.44 NS

MCV ratio 1.320.04 NS 1.31£0.04 NS 1.31£0.07 NS
MCHC ratio 0.86+0.04 NS 0.86+0.04 p<0.001 0.84+0.04 NS

%H-R, percentage of high fluorescence reticulocytes; %IR, percentage of immature reticulocytes; %L-R, percentage of low fluorescence reticulocytes; %M-R, percentage of medium
fluorescence reticulocytes; %R, percentage of reticulocytes; B-TT, beta thalassaemia trait; &B-TT, delta beta thalassaemia trait; ARC, absolute reticulocyte count; CHr, haemoglobin
content of reticulocytes; HDWr, haemoglobin distribution width of reticulocytes; H-R, absolute value of high fluorescence reticulocytes; IDA, iron deficiency anaemia; IR, absolute value
of immature reticulocytes; L-R, absolute value of low fluorescence reticulocytes; MCHCr, mean corpuscular haemoglobin concentration of reticulocytes; MCVr, mean carpuscular volume

of reticulocytes; M-R, absolute value of medium fluorescence reticulocytes; NS, non-significant differences; RDWr, red cell distribution width of reticul ocytes.

p=0.005), MCHCr (26.70 vs 25.39 g/dL, p<0.001) and RDWr
(13.82% vs 12.80%, p<0.001). The size of the reticulocytes
(85.50 vs 94.95 fL, p<0.001) and the haemoglobin content
(22.66 vs 24.05 pg, p<0.001) were lower in B-TT carriers.
Significant differences in some of the reticulocyte subpopula-
tions were also found: %L-R (81.96% vs 78.05%, p<0.001),
L-R (718.25%10%/L vs §52.36x10°/L, p<0.001), %M-R
(14.67% vs 16.31%, p<0.001), %H-R (3.36% vs 6.02%,
p<0.001) and %IR (18.03% vs 22.33%, p<0.001).

MCVr was higher in IDA (94.95 vs 88.30 fL, p<0.001) than
in 8f-TT, whereas MCHCr (25.39 vs 26.93 g/dL, p<0.001),
RDWr (12.80% vs 15.03%, p<0.001) and HDWr (3.15% vs
3.65%, p<0.001) were higher in 8-TT. H-R was the only
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Figure 1 Box-and-whisker plot showing red blood cell distribution

width of reticulocytes (RDWr) values in betathalassaemia trait (3-TT)
with fetal haemoglobin (HbF) <2%, B-TT with HbF >2% and delta beta
thalassaemia trait. Differences were statistically significant {p<0.001).

maturation parameter that showed significant differences
between these two entities, being higher in IDA (41.29%10%L
vs 26.05 X 10°/L, p<0.001).

Differences in CHr values in B-TT (22.66 pg), Op-TT
(23.68 pg) and IDA (24.05 pg) were statistically significant
(p<0.001) (fgure 3).

MCV ratio was >1, and MCHC ratio was <1 in the three
groups, with no significant differences between them.

DISCUSSION
Determination of the number of reticulocytes and some of their
cellular properties may provide reliable information about the
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Figure 2 Relationship between the percentage of fetal haemoglobin
{HbF) and red blood cell distribution width of reticulocytes (RDWr).
Correlation coefficient was calculated by Pearson method (r=0.551,
p<0.001).
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Figure 3 Box-and-whisker plot showing reticulocyte haemoglobin
content (CHr) values in delta beta thalassaemia trait, betathalassaemia
trait and iron deficiency anaemia. Differences were statistically
significant (p<0.001).

bone marrow activity.”? Modern automated cell counters
produce more accurate results than the manual method and
provide information about reticulocyte immaturity, due to the
use of fluorescent stains that bind to ribosomal RNA.'” There is
great variability across the different analytical platforms in the
additional parameters generated by automarted analysers; thus, it
is difficult to validate them as diagnostic tools. However, reticu-
locyte indices provide valuable information for the understand-

ing of the physiopathology of several RBC disorders.

of-TT versus B-TT

Laboratory findings in 8B-TT and B-TT are quite similar.
However, differences in several parameters of mature RBC
between both entities have been reported by many authors so
far.”*" RDW was the only parameter that showed significant
differences between both types of thalassaemia in all of them,
being more elevated in §p-TT. MCV*® #* 3¢ and MCHC*® " of
mature RBC are higher in patients with 83-TT. In a recent study,
RDW demonstrated to be strongly affected by the percentage
and the absolute value of HbF in patients with B-TT and
Sp-TT.* Moreover, a threshold of 17.35% for RDW identified
90.2% of 3pTT and 84.9% of B-TL°" However, none of the
mentioned studies included reticulocyte indices.

We decided to evaluate reticulocyte parameters in these two
conditions to see if differences in corpuscular indices of mature
RBC can also be found in reticulocytes, since reticulocytes are
the previous stage in erythropoiesis.

Reticulocytes of 83-TT have more anisocytosis than B-TT,
probably due to the heterogeneous distribution of HbF in eryth-
roid precursors, which can be demonstrated with the Kleithauer—
Betke test, although the reasons for this fact remain unknown.*
Differences in RDWr were found even among patents with
B-TT with and without elevation of HbF (figure 1). The results
of this study demonstrate that RDWr is influenced by the per-
centage of HbF in patients with p-TT and 83-TT. This finding is
in agreement with a recently published report where the same
correlation was observed between HbF and RDW of mature
RBC.?" However, the correlation in reticulocytes appears to be
weaker, The increase of HbF in 8B-TT subjects is due to an over-
expression of gamma globin genes by a mechanism of loss of

competence of transcription factors that regulate the expression
of beta globin genes.”* As a consequence of delta and beta
genes’ deletion, those transcription factors interact with the
gamma-locus promoter zones. Phenotypic expression of HbF
depends on the size and location of the deleted sequences. Loss
of regulatory regions of the expression of gamma globin genes
can also influence HbF synthesis.*

Microcytosis in patients with thalassaemia can be explained
by a higher number of divisions in erythroid precursors due to
impaired globin chain synthesis and subsequent decreased hae-
moglobinisation.’” In Sp-TT subjects, there is an increase in
gamma chain synthesis that may partially compensate for the
lack of beta globin chain synthesis.”® Therefore, haemoglobini-
sation of 8B-TT erythroid precursors may be increased compared
with B-TT, which would explain their higher CHr (23.68 vs
22.66 pg, p<0.001), and they may consequently undergo fewer
divisions and have higher MCVr (88.30 vs 85.50 L, p<0.001)
than B-TT subjects.

CHr is the product of the haemoglobin concentration and the
cell volume. When the reticulocytes mature into erythrocytes,
the haemoglobin concentration increases as the cell volume
decreases; thus, CHr seems to be a more stable parameter than
MCHCr" Although differences in MCHCr were not significant,
probably due to an insufficient 8B-TT sample size, subjects with
8p-TT showed higher MCHCr than B-TT subjects (26.93 wvs
26.70 g/dL). Although CHr has proved to distinguish thalassae-
mia carriers from healthy®™” and iron-deficient subjects, '*'" it
has not, however, been evaluated to date in 8p-TT. Skarmoutsou
et al® demonstrated that significant differences in CHr were
even found between silent BT, p*-I'T and BU—TT. CHr was in
correlation with the degree of globin chain imbalance, being
BU-TT the group with the lowest values. Analysis in different
types of f-TT was not carried out in our study.

Immature reticulocytes are released from the bone marrow
when erythropoietic activity is enhanced.”® In our study, none
of the immature reticulocyte subpopulations according to their
RNA content showed significant differences between §p-TT and
BTT.

B-TT versus IDA

Patients with B-TT usually present with higher MCHC and
lower MCV and RDW in mature RBC compared with patients
with IDA.Z* #7*7 A expected, mean MCVr was more decreased
in BTT (85.50fL) than in IDA (94.95 fL, p<0.001), and the
MCHCr showed an opposite wend (26.70 vs 25.39 g/dL,
p<0.001). The unbalanced chain synthesis and the excess of
free alpha chains lead to membrane oxidant damage, potassium
loss and relative dehydration in B-TT subjects. Iron plays a key
role in DNA synthesis, being part of ribonucleotide reductase,
which catalyses the formation of deoxyribonucleotides.*!
Therefore, iron deficiency leads to fewer divisions of erythroid
precursors and to a certain degree of macrocytosis compared
with pB-TT Although MCHCr was lower in IDA, CHr was
higher in IDA compared with BTT subjects (24.05 vs 22.66 pg,
p<0.001). Thus, CHr seems to be influenced by haemoglobini-
sation and especially by the size of RBCs. These results are
similar to those reported previously by Vicinanza et al,’
Chouliaras et al," Urrechaga et al'™® and Ceylan et al' using
the same analytical platform. However, some of them reported
insufficient sensitivity and/or specificity of CHr for discriminat-
ing both entities."* ' CHr values should be interpreted in the
context of the overall erythrocyte physiology of the patient due
to its diagnostic limitations in patients with recent blood trans-
fusions, iron therapy or concomitant vitamin By, or folate
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deficiency.” Vicinanza et al’ proposed ACHr as a more precise
parameter than CHr, since CHr seems to be less efficient to dis-
criminate patients with pronounced macrocytosis or microcyto-
sis.” ACHr can be calculated as the difference between measured
CHr and the CHr expected for the corresponding MCVr
(ACHr=CHr—-CHr-e). Sysmex analysers (Sysmex, Kobe, Japan)
provide a parameter called reticulocyte haemoglobin equivalent
(Ret He, also known as RETY), similar but not identical to
CHr, that has also been evaluated in p-TT and IDA.? 1! 12 14 16
Whereas Noronha and Grotto'! and Bartels et al '* found no
significant differences between both pathologies, other authors
reported differences between BTT and mild™ or all types of
IDA,' and Sudmann et al'® evaluated an efficient and
easy-to-calculate algorithm, including Ret He, RBC and ferritin
to discriminate between -TT and IDA.

It may seem surprising that RDWr was higher in pB-TT
(13.829% vs 12.80%, p<0.001) than in IDA, contrary to what
happens in mature RBC, which shows higher degree of anisocy-
tosis in IDA subjects.””** RDWr is the coefficient of variation
of MCVr, defined as the ratio of its SD to its mean. As the
mean MCVr (the denominator of the formula) of patients with
IDA is higher, their RDWr is lower. Moreover, the cell size of
reticulocytes is bigger than mature RBC; so, the RDWr is
slightly lower than RDW in both pathologies. In this setting, SD
seems to be a more precise measure of dispersion, being more
elevated in patients with IDA (1.45 vs 1.37).

IDA subjects had more immature reticulocytes than -TT, sug-
gesting a more enhanced erythropoietic activity, similar to the
results reported by Noronha and Grotto'' and Urrechaga
et al."* ' However, consistent with previous reports,’’ 2 '* the
absolute number of reticulocytes was lower in patients with
IDA. Therefore, they have more immature reticulocytes, but
many of them do not reach the bloodstream, probably suggest-
ing a certain degree of inefficient erythropoiesis in IDA in com-
parison with B-TT. The higher proportion of immature
reticulocytes in IDA compared with thalassaemic subjects may
be hypothetically a consequence of a higher expression of
soluble transferrin receptor (sTfR) mRNA.** In response to
insufficient supply of transferrin iron, the synthesis of sTfR is
increased proportionally to the cell’s iron requirement.*
Therefore, an increase of sTfR plasma levels may reflect an
increase in erythroid precursors.® The sTR has also proved to
be correlated with HbA, (which reflects the degree of globin
chain imbalance) in patients with B-TT.® However, De Lima and
Grotto®® found no significant differences in sTfR and immature
reticulocytes between B-TT and IDA. Unfortunately, we could
not evaluate sTfR in this study, since its determination is not
available in our laboratory.

of-TT versus IDA

Corpuscular indices were all significantly different between IDA
and 8p-TT with the exception of CHr. Reticulocytes of 63-TT
subjects were smaller (MCVr 88.30 fL) and denser (MCHCr
26.93 d/dL) than iron deficiency reticulocytes (MCVr 94.95 fL
and MCHCr 25.39 g/dL, p<0.001). The heterogeneous distri-
bution of HbF in erythroid precursors explains the higher
degree of anisocytosis (RDWr 15.03% vs 12.80%, p<0.001)
and anisochromia (HDWr 3.65% vs 3.15%, p<0.001) found in
SB-TT reticulocytes. The increase of haemoglobinisation of
erythroid precursors in 83-TT makes them undergo fewer divi-
sions, so differences in MCVr can be explained. None of the
maturation parameters showed significant differences between
these two entities, with the exception of H-R. Reticulocytes
with high mRNA content were much higher in patients with

IDA (41.29%10%L vs 26.05x10%L, p<0.001), confirming that
the expansion of the erythron is more increased in iron-deficient
subjects. As it occurred with B-TT, the ARC in IDA was lower
than in 8p-TT despite having more immature reticulocytes, sug-
gesting a more ineffective erythropoiesis. Non-significant differ-
ences in the rest of maturity parameters could possibly be
attributed to the relatively small 83-TT sample size.

Maturation ratios

The MCVr was consistently higher than MCV in the three
groups we have studied, whereas the behaviour of MCHCr and
MCHC showed an opposite trend. Our results are in agreement
with d’Onofrio et al'® and Ceylan et 4l," and confirm the clas-
sical concept that maturation of the reticulocytes is associated
with increase in density and loss of size.

CONCLUSIONS

Previously described differences between 35-TT and B-TT in the
corpuscular indices of mature RBC can also be observed in reti-
culocytes. The size of S-TT reticulocytes is slightly bigger and
their haemoglobin content is slightly higher in comparison with
3-TT, and a higher degree of anisocytosis is also observed due to
a heterogeneous distribution of HbF in erythroid precursors of
8p-TT. The most immature reticulocytes (with the highest RNA
content) are higher in IDA subjects compared with thalassaemic
individuals, probably reflecting both an enhanced erythropoiesis
that seems to be even more inefficient than thalassaemic
erythropoietic activity, and also a higher expression of the
mRINA of sTfR. To our knowledge, this is the first study that
evaluates reticulocyte parameters in 8p-TT subjects. A possible
drawback in our study is the fact that molecular analysis was not
performed in all the samples. Sequencing of the beta globin
gene was only performed in those samples with non-conclusive
percentages of HbA, and HbE

Clinical applicability of most of these parameters is still to be
determined, since the great majority of them are not validated,
and no commercial QC material for each of them is available,
thus, these results should be interpreted with caution.

In conclusion, although the analysis of corpuscular indices
and maturation parameters of reticulocytes cannot replace
molecular diagnosis in haemoglobinopathies, it provides qualita-
tive information about their cellular properties, and may con-
tribute to the understanding of the physiopathology of these
entities.

Take home messages

» Delta beta thalassaemia trait (5-TT) reticulocytes have
slightly higher mean corpuscular volume of reticulocytes and
haemoglobin content of reticulocytes than beta thalassaemia
trait (B-TT) reticulocytes.

» A higher degree of anisocytosis (red blood cell distribution
width of reticulocytes) is also observed in 8f-TT reticulocytes
in comparison with B-TT reticulocytes due to a
heterogeneous distribution of fetal haemoglobin in erythroid
precursors.

» lIron deficiency anaemia subjects present a higher
percentage of immature reticulocytes, but lower absolute
number of reticulocytes compared with thalassaemic
individuals, suggesting a more inefficient erythropoietic
activity.
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Laboratory parameters provided by Advia 2120
analyser identify structural haemoglobinopathy
carriers and discriminate between Hb S trait

and Hb C trait

Diego Velasco-Rodriguez, '~ Juan-Manuel Alonso-Dominguez,
Fernando-Atatlfo Gonzalez-Fernandez,* Alfonso Muriel,' Lorena Abalo,”
Maria Sopefia,® Jests Villarrubia, ' Paloma Ropero,* Maria Paz Plaza,’

Maria Tenorio,' Ana Jiménez-Martin," Gemma Moreno," Jorge Martinez-Nieto, *
Félix de la Fuente-Gonzalo,* Marina Fernandez-Escribano,’

Francisco Javier Lopez-Jiménez,' Fernando Cava®

ABSTRACT

Background Haemoglobinopathies have spread owing
to human migration, and the number of people needing
diagnosis and management of these conditions is
increasing. Clinidians need to accurately identify carriers
and provide adequate genetic counselling in order to
prevent the occurrence of homozygous or compound
heterozygous offspring.

Objectives To identify red blood cell (RBC) laboratory
parameters that discriminate between structural
haemoglobinopathy carriers and healthy subjects, and to
compare RBC laboratory indices between HbAS and
HbAC individuals.

Methods Samples of 500 variant Hb carriers (355
HbAS, 104 HbAC, 19 HbAD, 7 HbAE, 7 HbAO-Arab,
4 o-chain variants and 4 Hb Lepore) and 251 normal
controls were run on an Advia 2120 analyser
(Siemens). Classic haematological parameters and
RBC populations were assessed in all subjects. A
multivariable binary logistic regression model was
created to predict the probability of a subject carrying
any structural haemoglobinopathy. HbAS (n=355,
71%) and HbAC (n=104, 20.8%) subjects were
compared.

Results A clinical prediction rule was developed by
assigning one point to each of the most efficient
variables: mean corpuscular volume (MCV) <88.4 L,
RBC distribution width >13.4%, percentage of
microcytic RBCs (% MICRO) >0.7% and the ratio of
micracytic RBCs to hypochromic RBCs >0.8. A scare
of 0, 1, 2, 3 or 4, resulted in a probability of 9.6%,
36.3%, 66.7%, 85.2% or 98.3%, respectively.
Among the most frequent variant Hb, HbAC subjects
had lower values of parameters related to cell size
(MCV, %MICRO) and higher values of parameters
related to haemoglobin concentration (MCHC, %
HYPER) than HDAS subjects. Coexistence of a-
thalassaemia in both HbAS and HbAC individuals
resulted in decreased Hb, MCV, MCH and MCHC.
Conclusions Structural haemoglobinopathy should
be investigated in subjects belonging to ethnic groups
with high prevalence of variant Hb and with a score
of 3 ar 4. Erythrocytes of HhAC subjects are smaller
and denser than those of HbAS subjects.

INTRODUCTION

Haemoglobinopathies are the
genetic disorders worldwide' and constitute a sig-
nificant public health problem.” They are caused by
mutations in the globin genes and/or regulatory ele-
ments that may produce defective synthesis (thalas-

most  common

saemias) or change the structure of the gene

products  (structural  haemoglobinopathies  or
variant haemoglobins (Hb)).”
More than 1500 variant Hb have been

described.” In more than 95% of variant Hb, the
structural alteration is a point mutation that pro-
duces a single amino acid substitution in a globin
chain.” Depending on the type of amino acid and
its position in the globin chain, changes in the
structure, stability, solubility and function (oxygen
affinity) of the Hb molecule may occur, and these
changes are responsible for the clinical manifesta-
tions of the resultant haemoglobinopathies.®

Most of the variant Hb carriers are asymptom-
atic, since the molecular alteration results in no sig-
nificant structural changes.” However, homozygous
and compound heterozygous individuals for the
most common variant Hb develop significant clin-
ical manifestations. Their prevalence varies greatly
from one region to another. In some geographical
areas such as northern Europe their prevalence is
very low, whereas in other countries they are so
common that most of the population carries at least
one genetic abnormality that affects the structure
or synthesis of Hb.®

The high prevalence of the most common
variant Hb (HbS, HbC, HbD and HbE) in some
regions historically endemic for malaria is primary
determined by the protection of variant Hb carriers
against severe Plasmodium infection.” '” On the
other hand, structural haemoglobinopathies are
rare in areas without malaria.'" Thus, geographical
distribution of malaria and common variant Hb
overlaps. However, their distribution is not homo-
geneous, and each variant Hb is confined to a
certain area. HbS trait (HbAS) occurs throughout
sub-Saharan Africa, parts of the Mediterranean
(including Greece and southern Turkey) and some
parts of the Arabian Peninsula and India; HbC trait
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(HbAC) occurs in West Africa; HbAE in the southeast of Asia;
and HbAD Punjab in India and Pakistan.'? **

Migration flows have significantly increased the prevalence of
haemoglobinopathies in first-world countries and they have
become an emerging public health problem.'* '* The health
burden of haemoglobinopathies is expected to increase,” ™ so
the number of people needing diagnosis and management of
these conditions is increasing in both developing and first-world
countries. Therefore, efficient screening programmes are becom-
ing necessary."> Clinicians need to be able to identify Hb variant
carriers accurately and provide adequate genetic counselling in
order to prevent, as far as possible, the occurrence of homozy-
gous or compound heterozygous offspring. Furthermore, if
patients were identified in a presymptomatic phase, early treat-
ment could be started and long-term severe complications
reduced.

Unequivocal diagnosis of haemoglobinopathies can be made
only with molecular studies.” However, since DNA analysis is
expensive and laborious, it cannot be performed for every
sample, and other techniques, such as high-performance liquid
chromatography (HPLC), isoelectric focusing and electrophor-
esis, can idendfy all the common clinically significant variant
Hb with sensitivities and specificities near 100%." Thus, it
would be of great interest if the haematological parameters of
people most likely to have a variant Hb were identified by a
complete blood count (CBC), since these subjects could be
selected for further HPLC analysis. However, no data on the
parameters of the CBC as screening tools for the diagnosis of
variant Hb have been published. Most published studies of
haematological laboratory parameters in Hb variant carriers
included only HbAS subjects, while others evaluated only
HbAC subjects, and some compared only one of these two
variant Hb with normal controls.'®** However, one study did
compare HbAS and HbAC, but mean corpuscular volume
(MCV) was the only parameter analysed.”

The aims of our study were (1) to identify red blood cell
(RBC) laboratory parameters that discriminate between struc-
tural haemoglobinopathy carriers and healthy subjects, and (2)
to compare RBC laboratory indices between HbAS and HbAC
subjects.

MATERIALS AND METHODS

Study samples

Over a 26-month period (October 2012-December 2014), 536
cases of variant Hb recruited in our laboratory were nitally
included in the study. Of these 371 (69.2%) were incidentally
found as abnormal Hb fractions during HbA,, testing in dia-
betic patients by HPLC.

None of the subjects included had received a blood transfu-
sion in the previous 3 months. Samples were collected in
K3-EDTA anticoagulant (Vacuette, Greiner Bio-One, Alphen
aan de Rijn, The Netherlands) and a CBC was performed. An
iron panel test (serum iron, ferritin, transferrin and Transferrin
(TSI)) was performed in all samples.
Homozygous and compound heterozygous individuals were not
included in the study, since they are easily identified. Each case
was counted only once. A total number of 500 subjects with

Saturation Index

structural haemoglobinopathy were finally evaluated.

Written informed consent forms were signed by 251 volun-
teers who had not received a blood transfusion within
3 months; their blood samples were used as controls. A CBC
was performed in all and the presence of thalassaemia andfor
variant Hb was ruled out by HPLC analysis.

This case-controlled study was previously approved by the
ethical committee of our institution.

Analytical methods

Hb variants were detected by HPLC in the HA-8160 analyzer
(Menarini Diagnostics, Florence, Italy) and further characterised
according to their alkaline and acid electrophoretic pattern
using cellulose acetate clectrophoresis.”® We performed electro-
phoresis in all the samples as a confirmatory technique, since
the HA-8160 analyzer lacks the resolution necessary to accur-
ately identify the different types of variant Hb.

Sequencing of the B- and/or a-globin gene was performed
only in those samples with an inconclusive pattern or when
genetic counselling was required. In those cases, genomic DNA
was extracted from peripheral blood leucocytes using an auto-
mated method (Bio-Robot EZ1; Quiagen GmbH, Hilden,
Germany). The B-globin gene was amplified using the following
two pairs of primers: b1D: 5-CCT AAG CCA GTG CCA GAA
G-3' (from nucleotide (nt) =160 to —142) and CD2: 5'-GAC
CTC CCA CAT TCC CTT TT-3' (from nt +1659 to +1643)
(all nt positions are given relative to the Cap site=nt 1 from the
National Center for Biotechnology Information GenBank). The
PCR products were treated with the ABI PRISM BigDye
Terminator V1.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE
Applied BioSystems, Foster City, California, USA) with b1D and
CD2 primers for sequencing, according to the manufacturer’s
instructions, and the sequence was analysed on an ABI PRISM
310 Genetic Analyzer (PE Applied BioSystems).

The CBC was performed in the Advia 2120 analyzer
(Siemens Medical Solutons Diagnostics, Tarrytown, New York,
USA) within 6 h of collection. Advia 2120 is a fully automated
haematological analyser that provides CBC and leucocyte differ-
ential count at a rate of 120 samples/h. A constant volume of
the cell suspension from the RBC reaction chamber passes
through the flow cell, where the low-angle (2-3°) and high-
angle light scatter (5-15°) signatures of each cell are measured.
When the Mie theory of light scattering for homogeneous
spheres is applied, the low-angle and high-angle light scarter
signals for each cell are transformed into volume and Hb con-
centration values. The relationship between the light-scatter
measurements and the cell-by-cell characteristics of volume and
Hb concentration is shown by the RBC map. The map grid
encompasses RBC volumes between 30 and 180 fL and Hb con-
centrations between 19 and 49 g/dL. The volume/Hb concentra-
tion (V/HC) cytogram (Mie map) is a linear version of the RBC
map that appears on the RBC cytogram. On the V/HC cyto-
gram, the Hb concentration and the cell volume are plotted
along the x and y axes, respectively. Only RBCs appear on this
cytogram. Markers organise the cytogram into nine distinct
areas of RBC morphology. On the x axis, Hb concentration
markers are set at 28 and 41 g/dL. RBCs with Hb concentration
<28 g/dL are hypochromic, whereas RBCs with Hb concentra-
tion >41 g/dL are hyperchromic. On the y axis, RBC volume
markers are set at 60 and 120 fL, so RBCs with a volume
<60 {L are microcytic, whereas RBCs with a volume >120f{L
are macrocytic. Analysis of the RBC volume and RBC Hb con-
centration histograms provides a quantitative evaluation of the
RBC populations. Additional, qualitative information about
RBC populations can be gained from simultaneous analysis of
volume and Hb concentration using the RBC V/HC cytogram—
the Mie map.

The following parameters of the CBC directly obtained from
the Advia 2120 analyser were assessed in all subjects: absolute

RBCs, Hb, MCV, mean corpuscular haemoglobin (MCH), mean

2

Velasco-Rodriguez D, et al. J Clin Pathol 2016,0:1-9. doi:10.1136/clinpath-2015-203556

127



Downloaded from http:/fjcp.bmj.com/ on March 18, 2016 - Published by group bmj.com

=
jut]
jut]
=
a

corpuscular haemoglobin concentration (MCHC), RBC distribu-

@
tion width (RDW), haemoglobin distribution width (HDW), ;f; = 828888 8883883|2s5
percentage of macrocytic RBCs (%MACROQO), percentage of Pl R R R A A I R S R A R _I:E
microcytic RBCs (%MICRO), percentage of hyperchromic " £&
. . . . ] “
RBCs (%HYPER), percentage of hypochromic RBCs (20HYPO) E £ = é
- ¥ =
and the ratio of %MICRO to %HYPO (M/H). o g AEEEER e oo S5
o o —— = 232238 =22~¢8 8
Ferritin, transferrin and TSI were measured by chemilumines- HER % E T W F $9999 9 ER
cence immunoassay in the Advia Centaur (Siemens Medical > 51328355 E SEI LS E |25
. . . - . g2 E| IS amme - S S oS |98
Solutions Diagnostics, Tarrytown, New York, USA). Subjects a =
. . I . = =
with ferritin values <20 ng/mL and/or TSI <20% were consid- sl g e
. ~ . =] — =]
ered to have iron deficiency. Hb A; levels, Hb F levels and the < E s
percentage of variant Hb were determined by HPLC in the =l a N NN oo £8
ey . 2| = B0 et R Al B = R EEE S
HA-8160 analyser (Menarini Diagnostics, Florence, Italy). £ = SRR i i B fp= =i =i gy - k=
. . . ; O T . . S |.@ = Hmaoaoos oo 4 H H H H H I EZ
According to published studies, subjects with a percentage of || | g s S B = B |
variant Hb <35% (for HbS)'® 27 or <37% (for HbC)?" *! e R
were considered to have coexistent o-thalassaemia (o-TT). @ e e |22
. . - Y - =2 o oo oo S 2o=2 g |tE
Subjects with a percentage of HbS <35% or percentage of HbC © 28588 889899 5
29IV VTE2ITYITITI|EE
<37% and also ferritin levels <20 ng/mL and/or TSI <20% == 2=
. . . - o ©
were considered to have both coexistent iron deficiency and K £
oTT. £ 31
. 5 - 2
B | oRSS 8 cvmaen |23
L. . - = T g~ ca =S an o)L =
Statistical analysis g I g d2LE2LIFIFITIIFA |2
. = b 3 — p H x =
All measurements were expressed as the mean+SD. A histogram ol e - = e T I i S 28
and the Shapiro-Wilk test were used to assess the normality of " S f
. k=
our dataset. An independent sample t test was used to compare g E2
. - . = = =
those parameters with a normal distribution, whereas the 7|8 o £
Mann-Whitney test was used to compare those indices whose o 2 e RARTEEEoun g o Qg s
. . . . . . = = le B = = 19N a = 5 gv@
distribution was not normal. Receiver operating characteristic EIER| AT FT9TF 2 8=
. ’ : : 2|15 ETN| momwm=<T o0 amao |20
(ROC) curves were plotted in all the parameters and their area S|lE|EL|lTmges=S2082c|sy
. . . b= - - - - - = ac
under the curve (AUC) used to evaluate their diagnostic per- 5 = 5
- . - - . . “
formance. To discriminate between variant Hb carriers and == 5| . ccssssssssosl|=0
: T - ‘ 2|2 S| 8Essg85585s3gg|ys
healthy subjects, cut-off points with the greatest value of the I ARG IRE
- ‘s . . S| S
sum of sensitivity and specificity were selected for those para- < | & §
. . . -
meters with an AUC =(0.8. These dichotomous variables were < =5 EE
. . . . - - - o =
directly entered as predictor variables in a multivariable binary w|E|E ~ = oo~ = 2
.. . . . T | = Mo M~ = 8 — Mmoo o— -
logistic regression model, using a backward stepwise procedure, E| 4 =l 23T 2SSE88 8 |v¢
. e o S|IB|ER| Fd2a2EdTFFTTT L
to predict the probability of a subject carrying a structural clg|ET| 3ERERASES LS 5|8
. o R ) S S N~ ] ] -
haemoglobinopathy. Calibration and discrimination were evalu- 5|wl= Sl v-omm-n-—SSnS|gs
: : 55
ated using the Hosmer-Lemeshow and AUC, respectively, to = i =
- 1- . - - - - < o E
assess the validity of the model. A simple and easily applied clin- £ ‘£ =3
i o < dev  esiani : % § g2
ical p[’t‘dllLtl(}n rule was dc\elupcld by assigning one point to 2 L e zs
each variable and using a score from 0 to 4. p Values <0.05 1= T | RN REamE2&ER|,E
. . . e -0 ER|l 234 HHese o s |d3
were considered to be statistically significant. All analyses were 3 R dagpseddAdrES
. - . . . H S o o o g TN N O N =
performed using Stata V14 (Stata Corporation, College Station, = SE| AEFTRRFATNSAN - o |E -
— 2
Texas, USA). = £E
’ a s sEsscsss5858588 8 |4¢
H | 3 3
H gl 2aa9ag8a8 39 9| 5¥
RESULTS I a| S TTIITIITITIV T |55
I . o g
The reliability of the results was guaranteed by daily internal E " g*;
quality control (provided by the manufacturer) and external g E Ef
. 2 8
quality assessment every month (Hemqual programme, g 8 Q SE2¥CS8 oo sy )
i - o . = — o2 s Ccsa=2 a8 |(oE
S(mlcdaq Espaiiola Hcmatlulugla} Hemoterapia). g Eo| S § é 3 g g 3 g g E ,_cﬁ 3 £=
The following types of variant haemoglobin trait were diag- ; 'ZE i LR8I ESG|EE
— =, = T M Mo N DD N D =
nosed: 355 HbAS (71.0%), 104 HbAC (20.8%), 19 HbAD S g%
. o
(3.8%), 7 HbAE (1.4%), 7 HbAO-Arab (1.4%), 4 a-chain var- 8 p = é
iants (0.8%) and 4 Hb Lepore (0.8%). © E £=
. . . . — -
Haematological laboratory parameters of variant Hb carriers S = P D 22 2 S o wmeo o, EEE
, . . A . = | = Py e gl = = o= @
and normal controls are summarised in table 1. Significant dif- FHlesldsEr s sasE g s|FaE
. . ) . . A ) a8l 8 K Im=-r~wwm # HH H H J |53
ferences in all parameters were found between variant Hb car- Sl mesnRemors @unm| o3
s|l=|= N~ m=s SS9 MM | a54
- . . . gE|TII=E| =D Mm-S —=mo|BE2D
riers (any type) and normal controls. Among the variant Hb E 25 =
carriers group, 249 subjects (49.8%) showed also iron defi- = = g° 3
. 4 s . o = = =
ciency, 150 (30%) had a probable coexisting «-TT and in 96 =) 3 ‘g =9 o ;j%
. . . - . - hv i 23 o =]
subjects (19.2%) both alterations were found. Variant Hb car- ) X3 =0 2EE = w9 2=
iers i i i i = U235 E2=x=sxxzc |88
riers in comparison with controls presented significantly higher © 2aQP8B853Z2SES R2%

RBC count (4.97x10'%/L vs 4.84x10'%L, p=0.003), lower Hb

o

Velasco-Rodriguez D, et al. J Clin Pathol 2016;0:1-9. doi:10.1136/jdinpath-2015-203556

128



Downloaded from hitp://jcp.bmj.com/ on March 18, 2016 - Published by group_bmj.com

Original article

(13.63 g/dL vs 14.59 g/dL, p<0.001), lower MCV (82.14 {L vs
92.81fL, p<0.001), lower MCH (27.57 pg vs 30.18 pg,
p<0.001), higher MCHC (33.76 g/dL vs 32.71 g/dL, p<0.001),
higher RDW (14.65% vs 12.94%, p<0.001), higher HDW
(2.53% vs 2.40%, p<0.001), lower %MACRO (0.46% vs
1.63%, p<0.001), higher %MICRO (5.07% vs 0.4206,
p<0.001), higher 9%HYPER (1.38% vs 0.45%, p<0.001),
higher %HYPO (3.35% vs 2.47%, p<0.001) and higher M/H
(8.43% vs 0.67%, p<0.001).

To counteract the influence of iron deficiency and o-TT, these
subsets of samples were analysed separately (table 1). When
only subjects without o-TT and without iron deficiency were
considered, most of the parameters still showed significant dif-
ferences with the exception of Hb and HDW, Variant Hb car-
riers presented significantly higher RBC count (4.96x10"%/L vs
4.84x10"/L, p=0.031), lower MCV (85.39 fL vs 92.81 fL,
p<0.001), lower MCH (28.97 pg vs 30.18 pg, p<0.001),
higher MCHC (34.29 g/dL vs 32.71 g/dL, p<0.001), higher
RDW (14.10% vs 12.94%, p<0.001), lower %MACRO (0.67%
vs 1.63%, p<0.001), higher %MICRO (2.31% vs 0.42%,
p<0.001), higher %HYPER (1.99% vs 0.45%, p<0.001), lower
%HYPO (1.51% vs 2.47%, p<0.001) and higher M/H (9.31%
vs 0.67%, p<0.001) (able 1).

ROC analysis of haematological parameters in carriers and
non-carriers is summarised in table 2. A predictive score was
developed including those parameters with the highest discrim-
inant efficiency (AUC=>0.8) independently of the iron and «
gene status. However, the score was applied to all cases and con-
trols, including iron-deficient and thalassaemic variant Hb car-
riers, to improve its clinical utility. Four indices were therefore
included: MCV, RDW, %MICRO and M/H. MCV showed an
AUC of 0.891 and the cut-off point of 88.4 fL provided a sensi-
tivity of 80.4% and a specificity of 85.2%. RDW showed an
AUC of 0.852, and the cut-off point of 13.4% provided a sensi-
tivity of 76.4% and a specificity of 80.08%. %MICRO showed
an AUC of 0.918 and the cut-off point of 0.7% provided a sen-
sitivity of 86.8% and a specificity of 86.06%. M/H showed an

Table 2 Receiver operating characteristic analysis

Excluding iron

All Excluding iron  Excluding deficiency and
cases deficiency a-TT a-TT
RBCs (x10'%L)  0.566 0.596 054 0.565
Hb (g/dL) 0.677 0.570 0636 0.553
MCV (fL) 0.891 0.855 0.867 0.834
MCH {pg) 0.800 0.714 0.747 0.669
MCHC (g/dL) 0.701 0.755 0.765 0.783
RDW (%) 0.852 0.814 0.840 0.803
HDW (%) 0.583 0.503 0.547 0.502
%MACRO 0.827 0.777 0.794 0.747
%MICRO 0.918 0.883 0.899 0.853
Y%HYPER 0.693 0.711 0.749 0.758
%HYPO 0.642 0.737 0.733 0.785
M/H 0.877 0.885 0.892 0.881

Area under the curve of haematological parameters between variant haemoglobin
carriers and normal controls,

%HYPER, percentage of hyperchromic RBCs; %HYPO, percentage of hypochromic
RBCs; %MACRO, percentage of macrocytic RBCs; %MICRO, percentage of microcytic
RBCs; Hb, haemoglobin; HDW, haemoglobin distribution width; M/H, ratio of %
MICRO to %HYPO; MCH, mean corpuscular haemoglobin; MCHC, mean corpuscular
haemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular volume; RBC, absolute red
blood cell count; RDW, RBC distribution width; «-TT, c-thalassaemia trait.

AUC of 0.877 and the cut-off point of 0.8 provided a sensitivity
of 85.6% and a specificity of 78.49%.

A score of 0, 1, 2, 3 or 4, resulted on a probability of a
subject carrying a variant Hb of 9.6%, 36.3%, 66.7%, 85.2%
or 98.306, respectively (table 3). A Hosmer-Lemeshow test
showed very similar rates of expected and observed events in
the different subgroups and the AUC of the score was 0.929.

Comparison of haematological laboratory parameters of
HbAS and HbAC subjects is shown in table 4. Iron deficiency
was demonstrated in 218/355 HbAS subjects (61.4%) and in
61/104 HbAC (58.796), whereas 148 HbAS (41.7%) and 26
HbAC (25%) had a probable coexisting o-TT according to our
criteria.

The following parameters were significantly higher in HbAC
than in HbAS: RBCs (5.09% 10'2/L vs 4.91x 1041, p=0.004),
Hb (13.97 g/dL vs 13.47 g/dL, p=0.017), MCHC (35.35 g/dL
vs 33.29 g/dL, p<0.001), RDW (15.16% vs 14.51%, p=0.002),
HDW (2.68% vs 2.4800, p=0.001), %MICRO (7.35% wvs
4.58%, p=0.006), %HYPER (3.04% vs 0.829, p<0.001) and
M/H (22.37 vs 4.59, p<0.001). The following parameters were
significantly higher in HbAS than in HbAC: MCV (82.92 fL vs
79.15 fL, p<0.001), %MACRO (0.45% vs 0.27%, p=0.033)
and %HYPO (4.51% vs 1.27%, p<0.001). When only HbAS
and HbAC without iron deficiency and o-TT were evaluated, dif-
ferences remained significant only in MCV, MCHC, %MICRO,
9%HYPER and M/H.

ROC analysis of haematological parameters in HbAS and
HbAC subjects is summarised in table 5. 9%HYPER
(AUC=0.842), M/H (AUC=0.839) and MCHC (AUC=0.833)
were the most efficient parameters to discriminate between
HbAS and HbAC. A cut-off point of 1.15% for %HYPER
provided a sensitivity of 79.9% and a specificity of 74.4%.
A cut-off point of 34.55 g/dL for MCHC provided a sensitivity
of 80.6% and a specificity of 72.1%. A cut-off point of 7.3
for M/H provided a sensitivity of 81.6% and a specificity
of 76.7%.

Coexistence of o-TT produced a higher degree of anaemia,
microcytosis, hypochromia and anisocytosis in both HbAS
(table 6) and HbAC (table 7) subjects.

Table 3 A statistical model was developed to predict the
probability of an individual of carrying a structural
haemoglobinopathy based on four haematological parameters. One
point was assigned for each of the following criteria: MCV<88.4 fL,
RDW >13.4%, %MICRO >0.7% or M/H >0.7%

Score Controls Carriers Total
0 150 16 166
90.4% 9.6% 100%
1 58 33 91
63.7% 36.3% 100%
2 16 32 48
33.3% 66.7% 100%
3 22 127 149
14.6% 85.2% 100%
4 5 292 297
1.7% 98.3% 100%
Total 251 500
33.4% 66.6%

%HYPO, percentage of hypochromic RBC; %MICRO, percentage of microcytic RBC;
MCV, mean corpuscular volume; M, ratio of %MICRO to %HYPO; RBC, absolute red
blood cell count; RDW, RBC distribution width.

Velasco-Rodriguez D, et al. J Clin Pathol 2016,0:1-9. doi:10.1136/clinpath-2015-203556

129



Dowrloaded from http/fjep. bmj.com/ on March 18, 2016 - Published by group.bmj.com

| article

igina

Or

W] EUSESSERE-0 ‘|| 0 P
UOPNGUISIP 284 ‘MY TWNOD (33 POGIq PRI 31N OSTE Dy {AWn|on JENIsndios UBSL ‘A UO[RIREIW0D UiquiDowsaey senasndiod wesw W (uge) Bowaey mnamndiod WERW “HIW '0dAH% 01 GG O OB HIN (P sannquasp uge Bousey
MAH ‘wen s wqobowsey SygH ajea ) ugefowsey JvqH ugoBowsey gy S8y 2001w jo sbewaasd "0yl 528y dakbonaw o sbewaaed ‘OyYNGG 'SD8Y Hwonpodiy Jo sbeLEasd OdAH Y% SI8Y Jwonad iy jo abeuadsad YIdAH%

000> o' LTI 0N LLIFIELE 000> IS'LFIT0p 09| FO0LE 000> YOTFOCEE LTEFLOE 100> 8L TF068E 09 EFEE'SE qH WELEAT,
SN 0LOFIS0 EDDFBED SN DLOFERD £00FEHD SN B0FED E00FSHD SN BOFHD E0FIS0 {56} 4 GH
000> 0S'0FILE L9 00 000> FOFOLE 090+ 000> WOFILE FLOF0EY L0 S OFe0'E LOFELY (%) ™9 OH
000> LEEFR9BL LLOFERTY 000> 8LTFLLSE BOFL8T 000> 8 eF0L0e g9°0F88Y L0 ETFET LEFFES'¥ HW
SN LODFEED SEOFLYL 000 91'0+6F0 FoFLLL oo L0'0FFED 09°0+sl'Z L= FEOFLT'L oSy OdAHY
Lo SLOFS9E ELOFENL 000> O OFSEE S0°0F00°1L Loo'o S90F6LE BO'0FSED 100°0> EFHE SO°0FIE 0 H3dAH%
£00°0 oL0FIgE BLOFZEL 000> 19°0F%0°5 STOFELT 0o BLOFH Y EC0FEET %000 T60F5EL WOFESh U
SN 9L'0¥F0 CL0F8L0 E0°0 60°0FZED 90°0F650 SN FLOFEED BO'0FSI0 EEOD 90 0FLE0 s i ] CHVINT
SN STOFEST EB0HIRT rlLoo ST0F6ST gS0FIre SN VST L90+F0F'E Loo'0 gE0FE9T I8 0FEY L (%) MOH
SN FELFEETFL FUIFLBEL 000> PLFETL 9ELFOLTL SN SULF0FTL 0E' LFH0FL o0 8 1 Farsl 8IFISTL (3} M
000> 05°1¥F89'5E FELFRLEE 000> 9 L F99'SE FIFILEE 000> B LFe5SE O IFI9EE 100°0> 959 IFSE'SE 0L |FBLEE _H._EE JHOW
SN LUTFLOET PLIFEET SN WTFIRL 96| FTLBT SN W TFEOBT EETFOORT SN BT LT 68 TFO5 LT {Bd) HoW
000> 91'9¥79°78 BO'SFEELE 000> TE9F1008 SLCFRLSE 000 SEOFLLLE 0E'9F eS8 100> 06"9F51 6L 15 FTE'T8 () oW
SN LLLFELTL LTIFSEFL ELOD 08’ LFIETFL WIFBLEL ¥oo WIFTL FELFILTFL LoD 6" IF{6°EL 65 IFLFEL (1B} aH
SN 09°0+FL0S 6 OFLETY 000> 65°0F60'S 05 0FI18Y SN 09'0FELS IS0F9E T oo 1S'0F60°'S Vo' OFIeR __.,.____u-_u—v.“uY S
anjep d (9g=u} (6g=u} anjep d (gL=u} (£oz=u) anjep d (ep=u} (LeL=u) anjep d froL=u) (ggg=u)
I¥OH SYaQH I¥OH SYaH J¥IH SYaQH JWqH SWaH
- pue fuapyap uel) Bupniaxa 11-» Buypniaxa fuapyap uai Gupnpxa sased ||y

uen ) uigojbowsey pue yen § wiqojbowsey u) (gsFueaw) saimes) uigojfowsey pue sizlaweled Lioeloge| [eaifojoiewsey ¢ ajgel

Velasco-Rodriguez D, ef all S Clin Pathal 2016;0:1-9, doi:10.1136/dinpath-2015-203556

130



Downloaded from hitp:/fjep. bmj.com/ on March 18, 2016 - Published by group.bmj.com

Original article

Table 5 Receiver operating characteristic analysis

Excluding iron
All Excluding iron  Excluding  deficiency and
cases deficiency a-TT a-TT
RBCs (x10'1) 0597  NC 0.651 NC
Hb (gidL) 0568  0.586 0.582 NC
MCV (fL} 080 0671 0.7i8 0.730
MCH (pg) NC NC NC NC
MCHC (g/dL) 0833 0840 0.847 0B
ROW (3} 0625 NC 0.638 NC
HDW (%) 0695 NC 0.731 NC
MACRD 0630 NC 0.675 NC
%MICRO 0.686  0.698 0.749 0764
SEHYPER 0842 0®3 0.8i8 0.7
%EHYPO 0706 0732 0.729 NC
MIH 0.839  0.829 0.852 0802
Hb Ay (2) 0916 0919 0.900 0881
Hb F (%) NC NC NEC NC
%\Variant Hb 0795  0.805 0.859 0B48

Area under the curve of haematological parameters between HbAS and HBAC
“HYPER, percentage of hyperchromic RBCs; %HYPO, of hypochromic
RBCs: %aMACRO, of macrocytic RBCs; % MICRO, percentage of microcytic
RBCs; Hb, haemoglobin; HBAC, haemoglobin C trait; HbAS, hasmoglobin S trait;
HOW, haemoglobin distribution width; M, ratio of %MICRO to %HYPO; MCH,
mean corpuscular haemoglobin; MCHC mean corpuscular haemoglobin
concentmtion; MOV, mean corpuscular volume; REC, absolute red blood cell count;
ROW, RBC distribution width; «TT, a-thalassaemia trait.

DISCUSSION

Variant Hb carriers versus normal controls

When both groups were firstly compared, we found chat ery-
throcytes from Hb variant carriers were significantly smaller,
denser and had less haemoglobin content than ervthrocyres
from healthy subjects (table 1). Although laboratory findings in
variant Hb carriers and normal controls were quite different,
the high prevalence of coexisting iron deficiency andfor o-TT in
the variant Hb group seemed to have a great effect on those dif-
ferences. To evaluate the precise influence of the Hb phenotype

Table 6 Haematological laboratory parameters (mean=5D) in
HBbAS subjects, with and without c-thalassaemia

HbAS with
HbAS coexistent a-TT

Laboratory parameters {n=207) (n=139) p Value
RBCs (x10'1) 4.810.50 5.05+057 <0.001
Hb (gL} 13.78¢1.41 13.07+1.76 <0.001
MCV (fL) B5.74+5.75 T9.21+B.01 «<0.001
MCH (pg} 28.72+1.98 25.99+3.16 «<0.001
MCHC {gIdL} 33724143 32.65+1.87 <0.001
ROW (%) 14.16+1.36 15.01+2.40 <0.001
HOW (%) 2.41£0.58 257042 0.009
SMACRO (%) 0.59+0.06 0.29+0.05 0.001
SEMICRO (%) 2.18+£0.25 7.3040.98 <0.001
SEHYPER (%) 1.00+0.08 0.56+0.05 <0.001
BEHYPO (%) 1.72+0.42 Ti6+1.14 «<0.001
MiH 4.87+0.49 3844048 N5

% HYPER, percentage of hyperchromic RBCs; %aHYPO, percentage of hypochromic

RECs: %MACRO, percentage of macrocytic RBCs: %MICRD, percentage of microcy tic
RECs: Hb, haemoglobing HbAC, haemoglobin C trait; HbAS, haemoglobin 5 trait
HOW, haemoglobin distribution width; M, ratio of %aMICRO to % HYPO; MCH,
mean corpuscular haemoglobin; MCHC, mean corpuscular haemoglobin
concentmtion; MOV, mean corpuscular volume; REC, absolute red blood cell ¢ount;
ROW, RBC distribution width; oTT, a-thalassaemia trait.

Table 7 Haematological laboratory parameters (mean=5D) in
HbAC subjects, with and without a-thalassaemia

HBAC with
HbAC coexistent «-TT

Laboratory parameters n=78 n=26 p Value
RBCs (x10"211) 5.09+0.59 5.08+0.53 NS
Hb (gidL) 14.36+1.80 1281£1.76 <0,001
MCV (fL} BO0.61+6.32 74794682 «<0,001
MCH (pa) 18.22+2.42 1522+2 62 =<0,001
MCHC (gidL) 35.66£1.46 34A40+£1.45 <0,001
RDW (%) 14.87+1.64 16.02+2.29 0.025
HDW (%) 2.59+0.25 2.97+0.54 0.003
HMACRD (%) 0.32+0.09 0134004 0.008
% MICRO (3%) 5,060,860 14.03£1.03 <0,001
% HYPER (%) 335040 1.42+0.34 0.043
WHYPO (%) 0.49+0.16 1.13:0.23 <0001
M/H 2511178 TET£51 0.039

%HYPER, percentage of hyperchromic RBCs; %uHYPO, parcentage of hypochromic

RECs; %MACRO, percentage of tic RBCs; %MICRO, of microcytic

RECs; Hb, haemoglobin; HbAC, lobin € trait; HbAS, lobin 5 trait;

HOW, haemoglobin distribution width; MM, ratio of % MICRO to SaHYPO; MCH,
mean corpuscular haemoglobing MCHC, mean compiscular haemog lobin
concentration; MCV, mean compuscu lar volume: RBC, absolute red blood cell count;
ROW, RBC distribution width; o-TT, o-thalassaemia trait.

in corpuscular indices of RBCs, the analysis was also performed
excluding variant Hb samples with coexisting iron deficiency
and/or @ TT. Only two parameters lost their statistical signifi-
cance (Hb and HDW), which highlights the influence of the
type of variant f-globin chains in the mentioned differences.

The activity of K*:Cl™ cotransporter of the erythrocytes of
structural  haemoglobinopathy  carriers  (mainly  HbAS  and
HbAC) is known to be increased owing to interactions of the
variant Hb with the membrane, leading to increased K* and
Cl™ efflux thar is not compensared by Na* influx or Na*/H*
{:xf:l'tzlru-:;{:.ZE This phenomenon occurs similarly in homozygous
and compound heterozygous subjects,™ although to a lesser
extent in heterozygous individuals.®® Therefore, the erythro-
cytes become dehydrated, and this increase in their density 1s
reflected in a higher MCHC than in normal controls. The loss
of water also resules in decreased cell size that is reflected in a
lower MCV

Our results are in agreement with previously  published
studies. Hinchliffe et af® reported raised MCHC in HbAS,
HbAC and HbAD in comparison with normal controls, with the
highest values found in HbAC subjects, followed by HbAD and
HbAS subjects, respectively”™ Several authors have rcpurtcd
lower MCV in variant Hb than in normal individuals.” **~%
The microcyrosis found in different Hb wvariant carriers has
been attributed both to the coexistence of a-thalassaemia trait
and to the effect of the abnormal variant Hb, Wambua e al*”
described significandy lower MCV in HbAS than in HbAA
regardless of their o status. No differences in MCV were found
between HBAC and HbAA, both of them without o TT, in the
study of Couto et al.*" However, Silva ef al hypothesised thar
o TT does not significandy contribute to the microcytosis in
HbAC individuals, and the presence of HbC may itrself cause a
reduction in the RBC size.*” A slightdy higher degree of micro-
cvtosts in HbBAS and/or HBAC compared with HbAA has been
described by many other authors, but the main cause for their
lower MCV was not clear since analysis of the o genes was not
performed and the iron status was not assessed. ™
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A different approach to evaluating the size and haemoglobin
concentration of eryvthrocytes 1s the study of RBC populations.
As expected, differences in RBC populations were in agreement
with differences in classic parameters related to volume and
density. Variant Hb carriers presented lower %6MICRO, higher
Y%HYPER and higher M/H. Iron deficiency and e TT did not
influence these differences. To our knowledge, this is the first
report of RBC populations in vartant Hb carriers,

We found significant differences in RDW between carriers
and controls. A possible explanation for the higher RDW in car-
riers might be thar the interactions berween the variant Hb and
the RBC membrane have different intensity from some erythro-
cytes to others. This hypotheocal heterogencous effect of the
cotransporter  alterations may  result in different cell sizes
depending on the amount of lost water, resulting in a shightly
higher degree of anisocytosis.

Although differences in haematological parameters have been
reported by many authors, none evaluated the value of the CBC
as a screening rool to tdencify variant Hb carriers. We found
four parameters that discriminated accurately berween variant
Hb carriers and normal controls regardless of the iron status
and the presence or absence of oTT: MCV, RDW 9MICRO
and M/H. %MICRO showed the highest diagnostic efficiency
(AUC=0.918), followed by MCV (AUC=0.891), MH
(AUC=0.877) and RDYW (0.852). A predictive diagnostic model
was developed using the cut-off point with the best combination
of sensitivity and specificity for each of them. A final score
ranging from 0 to 4 points was assigned to every sample,
depending on the number of the following criteria it met: MCV
<88.4 fL, RDW =13.4%, sbMICRO =0.7% or M/H =0.8. W
evaluated the diagnostic efficiency of these four parameters in
the whole set of data to improve the clinical applicability of the
model. According to our resules, a score of 4, 3, 2, 1 or 0,
resulted in a probability of carrving any structural haemoglobin-
opathy of 98.3%, 85.2%), 66.7%, 36.3% or Y.6%0, respectively.
Our model was well calibrated and showed an excellent discrim-
ination (AUC=10.929). Thus, it seems to be an appropriate tool
for screening structural haemoglobinopathies,

A score of 3 and 4 should lead to vartant Hb investigation,
whereas low scores make the diagnosis unlikely, Our model 1s
not structured as a complex mathematical formula, and in our
opinion, this facilitates its clinical use. The main aim of this
score 1s to focus attention on those samples requiring further
investigation for a complete diagnosis of structural haemo-
globinopathy This easy, quick and cheap strategy may constitute
a preliminary screening tool in the investigation of variant Hb
carriers without a significant waste of medical resources, so chat
proper genetic counselling can be given to affected subjecrs.

HbAS versus HbAC
According to our results, HbS 1s the most prevalent variane Hb in
Madrid (7084), followed by HbC (219%). Since they are by far the
two most prevalent structural haemoglobinopathies in our geo-
graphical area, it seems reasonable to develop effident and rapid
tools to disciminate berween them in daily pracuce. HBS 15 pro-
duced when a valine 15 substinuted for a glutamic acid at position
six in the B chain, whereas HbC arises when the glutamic acid
found ar position six of the § chain is replaced by lysine. Both of
them are inherited as an autosomal recessive Mendelian rar.
Initial comparison of HbAS and HbAC showed significant dif-
ferences in nearly all the parameters. Owing to the high percent-
age of subjects with coexistent iron deficiency and/or probable
o-TT, we decided to analyse these subsets of cases separately.
The influence of iron deficiency seemed to have a greater

impact on these differences than o TT, since many parameters
lost their significance when only iron-deficient variant Hb car-
riers were excluded. This was not the case when only carriers of
vartant Hb and a-TT were discarded (table 4). In addinon, we
excluded from the analysis subjects with concomitant iron defi-
ciency and/or o TT to evaluate the real impact of the Hb pheno-
type on the haemarological laboratory parameters. When only
HBbAS and HbAC subjects without iron deficiency and o-TT
were considered, differences in corpuscular indices and some
RBC populations related to volume and haemoglobin concentra-
tion remained significant. Normal MCV values were seen in
HbAS (87.39 fL) whereas HbAC showed mild microcytosis
(82.62 L, p=0.001), and a similar rend was seen in WMICRO
(1.329% ws 3.81 respectively, p=0.003). A higher degree of
hyperchromia was seen in HbAC, with higher values of MCHC
(35.68 g/dL vs 33.79 g/dL, p=0.001) and WHYPER (3.65% vs
1.03%, p=0.002} than in HbAS. As expected, the ratio M/H
was much higher in HBAC (19.69 vs 4.83, p=<0.001), since the
numerator (YOMICRO) 15 higher and che denominator (%%
HYPOY) is lower in HbAC subjects than in HbAS subjects.

[t has been demonstrated by many authors that the activiey of
K*:CI™ cotransporter of the ervthrocytes of HbSS, HbCC and
HbSC  indwiduals, when compared with normal  subjects
(HbAA), s increased, leading to unusually dense reticulocyres
and RBCs since the K* and CI™ efflux are not compensated by
Na* influx or Na*/H* exchange.™ In heterozygous subjects,
this phenomenon has also been seen, bur w a lesser exrent.™
The N-terminal fragment of band 3 protein in the membrane of
RBCs s highly negatively charged, and binds to the
2,3-diphosphoglycerare (2,3-DPG) site of Hbh?" Since gluramic
acid residues in positons B6 and B7 (located near the 2,3-DPG
pocket) are the only negatuve charges near the N terminus of
the B chain (which interacts with the cyroplasmic domain of
band 3), it has been hypothesised that the removal of one nega-
tive charge and addition of one or two positive charges may
increase the likelihood of binding of the B chain of Hb to band
3.7 This would explain why the activity of K*:Cl™ cotranspor-
ter of HBAS and HbAC erythrocytes 1s increased in comparison
with other haemoglobinopathies.”" RBCs of HbAC subjects are
denser than HbAS erythrocyres, possibly because the K*:Cl™
cotransporter may be more active in HbAC subjects, since lysine
(HbC) is more positively charged than valine (HbS), and thus its
binding to band 3 may be even further increased.

Although differences in corpuscular indices have been
reported between HbAS subjects and normal controls’® ™ and
also between HbAC subjects and normal controls,™ ™ few data
are available for the differences between these two variant Hb
traits. Only one study compared the MCV of both HbAS and
HbAC, which was found to be slightly lower in HbAC.”
However, although evidence of the influence of Hb phenotype
on RBC size has been provided, the reason why HbAC erythro-
cvites are smaller than HbAS erythrocytes remains unknown. In
our opinion, the water content of HbAC ervthrocytes may be
lowered owing to the above-mentoned alterations in cotran-
sporters of the RBC membrane, and this loss of water may be
higher than in HbAS, thus contributing to their smaller size.

Five pammeters were found ro discriminate between HbAS and
HBAC regardless of their iron content and the coexistence of aTT:
MCN MCHC, %MICRO, %HYPER and M/H. The ROC analysis
showed that %HYPER discriminared most effidently berween
HBAS and HbAC {(AUC=0.842), followed by M/H (AUC=0.839)
and MCHC (AUC=0.833). They are all density-related para-
meters, proving that the main difference berween HbAS and
HBAC erythrocytes 1s their concentration of Hb.
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Coexisting a-thalassaemia
About one-third of patients with sickle cell disease have coina-
dental o-TT, which s almost always a result of heterozygosity or
homozygosity for the o deletion.”* Concurrent o-TT in sub-
jects with homozygous sickle cell anaemia results in decreased
intracrythrocyc concentration of HbS in mature RBCs and in
less severe haemolvtic anaemia.® Since the association of these
conditions has important clinical implications, this subset of
individuals should be accurarely identified in order to perform
HPLC or capillary electrophoresis and also molecular analyses.
Genetic counselling could therefore be given tw  them. If
HBAS™ ' or HbAC™ ™ subjects have coexisting o-TT, the
level of the variant Hb is significantly lower, decreasing in pro-
portion to the severity of the aTT" *7 ** A higher affinity of
chains than [.‘rc and [.’nS chains for limited guantides of
o-globin during haemoglobin tetramer assembly may explain the
low levels of these variant Hb in this serting " ** % Moreover,
the assoctation of oTT and a structural haemoglobinopathy
results in a decrease of MCV and MCH, and there is a strong
correlation between the number of deleted @ genes and the
degree of microcytosis and hypochromia.'® Our results are in
agreement with previously published studies. In HbAS subjects,
the coextstence of o-TT resulted in higher RBCs, decreased Hb
levels, more microcytosis and hypochromia and anisocytosts
(table 5). The same effect of o-TT was seen in all the paramerers
of HBAC subjects, with the exception of RBCs (table 6).
However, none of the previously published studies analysed the
ervthrocyte subpopulations.

CONCLUSIONS

There are significant differences in most of laboratory para-
meters berween variant Hb carriers and  healthy  subjects.
Although we found a high prevalence of iron deficiency and
coexisting o-TT in variant Hb carriers, those differences are
independent of their iron and @ gene status, The ervthrocvees of
carriers are smaller, denser and have a slightly higher degree of
anisocytosts than ervihrocyres of healthy subjects.

Although molecular analysis (‘gold standard®) or another
laboratory technique such as elecrophoresis and/or HPLC 15
mandatory for the diagnosis of structural haemoglobinopathies,
a CBC s a gquick, cheap and handy test that provides useful
information for a presumptive diagnosis of these entides.
Structural  haemoglobinopathy  investigation should be  per-
formed if a score of 3 or 4 is seen in subjects belonging tw
ethnic groups with a high prevalence of variant Hb. If a patient
with a variant Hb not vet identified shows hyperchromia (%6
HYPER =1.15% andfor MCHC =34.55 gL and/or M/H
=7.3), the diagnosis is more likely to be HbAC.

Coexistence of B-globin chain variants and o-TT leads two
reduction in the size and Hb concentranon of RBCs, and also a
decrease in the quantity of the soructurally abnormal Hb com-
pared with that in the simple heterozygotes.

Systematic examination of every chromarogram in the HPLC
analyser 15 essential, since clinically silent variant Hb can be
detected.

To our knowledge, this is the first study thar evaluares RBC
subpopulations in variant Hb carriers. A possible bias in our
study s that the majority of carriers came from countries with
high prevalence of structural haemoglobinopathy  (maostly
Africans), whereas most healthy subjects were Caucasian. This
might have influenced our results; however, in our opinion, it is
not sufficient to explain these highly significant differences.
Molecular analysis was not performed in all the samples, which

may be another possible drawback in our study. Sequencing of
the pglobin gene was performed only in those samples with a
non-conclusive elecrrophoretic pattern and also when genetic
counselling was required. Additionally, no molecular studies
were performed to evaluate the e-gene status, but the consider-
ation of coexistent o-TT if the percentage of HbS s <35% and
the percentage of HbC 1s <37% 1s supported by several
publications,

Prospective studies are needed to further confirm the diagnos-
tic efficacy of our predictive model, using the same and different
tvpes of laboratory wechnologies. Efficient prevendon  pro-
grammes could therefore be developed in the near furture based
on these findings.

In conclusion, although the analysis of haemarological labora-
tory parameters of ervthrocytes cannot replace molecular diag-
nosts in  haemoglobinopathies, it can identify vartant Hb
carriers, provide a presumptive diagnosis, and contribute to our
understanding of the physiopathology of these entties.

Take home messages

» Enythrocytes of structural haemoglobinopathy carriers are
smaller, denser and have a slightly higher degree of
anisocytosis than erythrocytes of healthy subjects.

» Investigation of structural haemoglobinopathy should be
performed in subjects belonging to ethnic groups with a
high prevalence of variant Hb who meet three or four of the
following criteria: MCV<88.4 fL, red blood cell distribution
width =13.4%, %MICRO =0.7% and M/MH =0.8.

» Enythrocytes of HbAC subjects show more hyperchromia
(higher %HYPER and higher MCHO) than erythrogytes of
HbAS subjects.

» The coexistence of a-thalassaemia in subjects carrying a
variant Hb results in a reduction in the size and Hb
concentration of their erythrocytes.
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DISCUSION



Las hemoglobinopatias estructurales y talasemias representan los trastornos genéticos
mas frecuentes a nivel mundial, y causan uno de los problemas de salud publica mas
importantes actualmente. Los flujos migratorios de las Ultimas décadas desde paises
subdesarrollados hacia paises desarrollados han provocado cambios significativos en la
distribucién mundial de estas patologias. El problema no consiste Unicamente en que
su prevalencia haya aumentado de forma muy llamativa, sino que, en paises
desarrollados, el porcentaje de poblacién portadora de al menos uno de estos defectos
se espera que siga aumentando en las préximas décadas (Weatherall et al, 2001;

Weatherall, 2010).

En los paises desarrollados, este aumento de prevalencia tan marcado hace que los
programas de screening sean cada vez mas necesarios (Streetly et al, 2008). Por otro
lado, en los paises subdesarrollados, gracias a mejoras sustanciales en la higiene, la
nutricién y el acceso a atencidn sanitaria y medicamentos, se ha conseguido una
reduccion importante de la mortalidad infantil debida a estos trastornos, aumentando
asi las posibilidades de supervivencia tanto de homocigotos como de dobles
heterocigotos que, de otra forma, hubieran muerto sin haberse diagnosticado

(Weatherall, 2011).

Nuestro pais no ha sido ajeno a estos mencionados cambios migratorios y, en las
ultimas décadas, la inmigracién ha supuesto un notable incremento de la prevalencia
de estas alteraciones tanto en sus formas leves (heterocigotos) como en sus formas
severas (homocigotos y dobles heterocigotos). De esta forma, este tipo de patologias
ha pasado de ser una rareza a formar parte cada vez con mayor frecuencia de la

practica clinica rutinaria, por lo que en un futuro pueden llegar a constituir un
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problema importante de salud publica. Este aumento de prevalencia en Espaiia ha sido
mas marcado en las hemoglobinopatias estructurales, mientras que en las talasemias

se ha producido en menor proporcién.

Este nuevo contexto obliga al desarrollo de nuevas estrategias que permitan la
identificacion de portadores para darles un consejo genético adecuado e intentar
evitar de esta forma, en la medida de lo posible, la aparicién de homocigotos y dobles
heterocigotos. Y no sélo eso, ya que si se consigue identificar pacientes con
enfermedad en una fase presintomatica, el inicio precoz de tratamiento puede reducir

las complicaciones a largo plazo de estos pacientes.

En cuanto a las posibles estrategias para optimizar el diagnédstico de las

hemoglobinopatias, podemos resumirlas en los siguientes puntos:

1. Establecer estudios de prevalencia en las diferentes poblaciones de inmigrantes
para conocer con certeza la prevalencia real de cada tipo de hemoglobinopatia o

talasemia y definir por tanto grupos de riesgo para cada una de estas patologias.

2. Estandarizar métodos diagndsticos rapidos y sencillos para la correcta
identificacion de portadores, asi como estudios de biologia molecular en las
situaciones en que sean necesarios como en los casos de consejo genético y en los

diagndsticos prenatales.

3. Introduccién en los programas de formacién de la especialidad temas y

protocolos terapéuticos especificos y de posibles complicaciones de estas patologias.
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4. Campafias de deteccidn en grupos de riesgo (embarazadas, estudios de
neonatos o de sangre de corddn, escolares) para prevenir las formas severas o

tratarlas precozmente.

En esta tesis se ha pretendido explorar el valor de la hematimetria como herramienta
de diagndstico de presuncion de las hemoglobinopatias, haciendo hincapié en aquellas
patologias de la serie eritroide en las que los estudios publicados hasta la fecha no han
profundizado lo suficiente o en aquellas en las que hemos considerado que los
parametros del hemograma pueden contribuir a identificar portadores en la practica

clinica habitual.

Dentro de las talasemias, se ha escogido la delta-beta talasemia heterocigota como
protagonista principal por considerarse que no estd tan estudiada como otros tipos de
talasemia desde el punto de vista de la hematimetria. Para analizar los parametros del
hemograma de estos individuos, se han comparado con pardmetros de portadores de
beta talasemia heterocigota (que es mucho mas prevalente, y que a menudo se
confunden) y con pacientes deficientes en hierro (principal causa de microcitosis
conocida junto con la talasemia). En el primero de los tres articulos que componen
esta tesis se ha estudiado el comportamiento de los hematies maduros de estos tres
grupos de pacientes, y en el segundo articulo se ha analizado si los resultados
obtenidos en el primero eran extrapolables a los reticulocitos de estos mismos

pacientes.

El otro gran grupo de hemoglobinopatias, ademas de las talasemias, son las

hemoglobinopatias estructurales o variantes de Hb, a cuyo estudio se ha dedicado el
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tercer articulo. En él se han comparado portadores de Hb variante con controles sanos
sin hemoglobinopatia, con el fin de identificar parametros del hemograma que puedan
predecir si un paciente es portador de un defecto estructural de la Hb. Ademas hemos
evaluado las diferencias entre los 2 tipos de hemoglobinopatia estructural mas
frecuentes en nuestro pais, que ademads son las que tienen una mayor repercusion

clinica: Hb Sy Hb C.

1. Discusion por objetivos

Objetivo 1: Analizar las diferencias, tanto en los parametros cldsicos del hemograma
como en las poblaciones eritrocitarias, entre los portadores de delta-beta talasemia
heterocigota, los portadores de beta talasemia heterocigota y pacientes con déficit

de hierro.

Objetivo 2: Correlacionar las diferencias encontradas con las caracteristicas

fisiopatoldgicas de cada una de estas tres entidades.

Dado que el tratamiento de las dos principales causas de microcitosis (talasemiay
anemia ferropénica) es bastante diferente, es crucial poder diagnosticar ambas
entidades adecuadamente. En este sentido, es fundamental que en todo estudio de
microcitosis se incluyan parametros relacionados con el metabolismo del hierro; si
estos parametros son normales o se encuentran elevados, se deberia sospechar una
talasemia. En tal caso, si los valores de Hb A, estan aumentados, independientemente

del valor de Hb F, el diagndstico seria B-talasemia. Sin embargo, si los valores de Hb A;
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son normales, es imprescindible cuantificar la Hb F, puesto que de lo contrario no
podemos precisar el diagndstico. Tanto la a-talasemia como la §B-talasemia presentan
niveles normales de Hb A, pero, mientras la a-talasemia tiene niveles normales de Hb
F, en la 6B-talasemia los niveles de Hb F estdn elevados. Por este motivo, es
imprescindible realizar la determinacién de Hb A, y Hb F de forma conjunta, ya que, en

caso contrario, la 6B-talasemia no se va a poder detectar.

Debido a este motivo, la prevalencia real de la 6B-talasemia podria estar
infraestimada, por lo que es necesario el desarrollo de estrategias diagndsticas que nos
ayuden a identificar a los portadores de esta alteracién. En este sentido cobra una gran
importancia la hematimetria, cuyo impacto en el diagndstico de presuncién de
diversas patologias eritroides ha quedado sobradamente demostrado. De una forma
sencilla, barata y rapida, alguien suficientemente entrenado puede identificar con un
alto grado de probabilidad a portadores de talasemia. Sin embargo, diferenciar entre

portadores de B-talasemia y 6B-talasemia no es tan sencillo.

En la literatura se pueden encontrar varios estudios en los que se han estudiado las
diferencias fenotipicas entre B-talasemia y 6B-talasemia (Aslan et al, 2002, Donoghue,
1987; Junca Piera et al, 1990; Miguel Sosa et al, 1990; Ferndndez Valle et al, 1991,
Jiménez et al, 1995; Vayd et al, 1983). El Unico parametro en el que se han encontrado
diferencias significativas de forma unanime en todos ellos es el ADE, que estd mas
elevado en los portadores de 6B-talasemia. Ademas de las diferencias en el grado de
anisocitosis, algunos autores también han observado diferencias significativas en otros

parametros, como por ejemplo Vaya y colaboradores, que reportaron mayor VCM y
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CHCM en portadores de 6B-talasemia, mientras que Fernandez Valle y colaboradores

Unicamente vieron esas diferencias en el VCM.

La intencidn del primero de los estudios que conforman esta tesis ha sido, no sélo
confirmar las mencionadas diferencias en parametros clasicos del hemograma entre
estas dos entidades, sino ir un paso mas alla e intentar encontrar diferencias en los
nuevos parametros hematolégicos, e incluso intentar demostrar si la anisocitosis en la
6B-talasemia puede tener relacién o no con alguna caracteristica especifica de estos

pacientes.

Para ello, en dicho articulo, se compararon tanto los pardmetros clasicos del
hemograma como los nuevos parametros hematoldgicos de serie roja proporcionados
por el analizador Advia 2120 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY)
en un total de 553 casos de microcitosis (74 6B-talasemia, 272 B-talasemiay 207

individuos con ferropenia con o sin anemia).

Al comparar los casos de 6B-talasemia y B-talasemia, se observaron diferencias
estadisticamente significativas no sélo en el ADE (18.79% en 6B-talasemiay 16.04% en
6B-talasemia, p <0.001) sino también en el VCM (66.39 vs 64.82 fl, p <0.001), HCM
(20.73 vs 20.04 pg, p<0.001), y CHCM (31.16 vs 30.66 g/dl, p=0.03). No se encontraron
diferencias significativas en el nimero total de hematies, Hb, %MACRO, %MICRO,

%HIPO e %HIPER.

Se evalud la capacidad diagndstica de todos los parametros mediante el andlisis de la
curva ROCy su area bajo la curva (ABC), y el ADE demostré ser el mejor pardmetro
para discriminar entre estas dos entidades (ABC 0.914), y el punto de corte de 17.35%

fue el que demostré tener un mejor balance de sensibilidad (84.5%) y especificidad
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(85.9%). ElI ABC de otros parametros que habian demostrado tener diferencias
estadisticamente significativas no fue tan buena; asi, por ejemplo el ABC de HCM fue

de 0.668 y el de VCM de 0.662.

También quedd demostrado que las diferencias en los valores de ADE fueron
estadisticamente significativas cuando se compararon B-talasemia con Hb F menor de
2% (15.74%), B-talasemia con Hb F mayor de 2% (17.09%), y 6B-talasemia (18.79%)
(p<0.001). Estas diferencias en tres subgrupos de individuos con distinta cantidad de
Hb F plantearon la cuestion de la posible influencia de la Hb F en el grado de

anisocitosis de dichos individuos.

El coeficiente de Pearson demostré una muy buena correlacién entre el porcentaje de
Hb F y el ADE (r=0.762, p<0.001) y también entre el valor absoluto de Hb F y el ADE
(r=0.661, p<0.001). Esto demuestra que el grado de anisocitosis de estos pacientes
estd muy relacionado con la cantidad de Hb F. A pesar de que este no era uno de los
objetivos de esta tesis, se trata de un hallazgo relevante ya que esta relacion no se

habia reportado hasta la fecha.

Aunque las razones se desconocen, se sabe que los precursores eritroides de la 63-
talasemia muestran una distribucion heterogénea de la Hb F, y este fendmeno puede
ser demostrado mediante el test de Kleihauer (Kleihauer et al, 1957). Ademas, la
citometria de flujo también ha demostrado esta distribucion heterocelular de la Hb F
en la 6B-talasemia, a diferencia de la PHHF donde el patrdn de distribucion de la Hb F
es homocelular (Hoyer et al, 2002). En este estudio no se han realizado ni el test de
Kleihauer ni estudios de citometria de flujo. A pesar de que las diferencias en el ADE

entre ambas entidades han sido reportadas por varios autores, ninguno de los
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mencionados estudios analizé si la Hb F tenia o no influencia en el ADE. Nuestros
resultados han demostrado que el ADE, es decir el grado de anisocitosis, de los
pacientes con talasemia (B y 6B) esta fuertemente influido por el porcentaje de Hb F
gue presentan. Por lo tanto, si un individuo con datos de laboratorio sugestivos de
talasemia presenta demads un ADE elevado, debemos sospechar una 6B-talasemia, o
bien una B-talasemia con niveles elevados de Hb F. En ocasiones, aunque es
infrecuente, los portadores de §B-talasemia pueden presentar valores de ADE
normales o levemente elevados. En nuestro estudio, hubo Unicamente 3 casos de los
74 (4.05%) que presentaron un ADE < 16.5%, y en dichos casos la media de Hb F fue
menor (2.46%). El aumento de Hb F en la §B-talasemia se debe a una sobreexpresion
de los genes gamma por un mecanismo de pérdida de competencia de los factores de
transcripcién que regulan la expresién de los genes beta (Sankaran et al, 2011). Como
consecuencia de la delecidn de los genes delta y beta, esos factores de transcripcion
interactUan con las zonas promotoras de los genes gamma. La expresion fenotipica de
la Hb F depende del tamaio vy la localizacion de las secuencias delecionadas. Ademas,
la pérdida de regiones reguladoras de la expresién de los genes gamma también puede

influir en la sintesis de Hb F (Katsantoni et al, 2003).

Los portadores de talasemia se caracterizan por un incremento en el nimero total de
hematies, como resultado del aumento crénico de la eritropoyesis, con niveles
normales o muy levemente disminuidos de Hb. La menor hemoglobinizacién y la
disminucion de sintesis de cadenas de globina provocan un mayor nimero de
divisiones de los precursores eritroides, siendo esta la explicacion de la microcitosis de
estos individuos. En los portadores de 6B-talasemia, el aumento en la sintesis de
cadenas gamma compensa en parte el déficit de sintesis de cadenas beta. Por ese

143



motivo, la hemoglobinizacién de los precursores 8B parece estar ligeramente
aumentada en comparacion con los precursores B, lo que explica que tengan una
CHCM mayor, y, consecuentemente, sufran un menor numero de divisiones y tengan

un VCM mayor que los portadores de B-talasemia.

La HCM se obtiene a partir de mediciones precisas tanto del nimero total de hematies
como de la Hb. Muchos autores recomiendan utilizar la HCM en lugar del VCM para el
screening de talasemia, debido a que la estabilidad de la HCM durante el tiempo de
almacenamiento de las muestras no varia mientras que la del VCM si lo hace (Ryan et
al, 2010; Brugnara et al, 2013). En nuestra serie, la HCM de los portadores de 68-
talasemia fue mayor que la de los portadores de B-talasemia, y la explicacidon a este
hecho puede ser tanto su mayor hemoglobinizacién como su tamafio ligeramente

superior.

En una segunda fase de este estudio, se intentd validar la capacidad predictiva del
ADE, para lo cual se identificaron de forma prospectiva 259 nuevos portadores de
rasgo talasémico (218 By 41 6B). Utilizando el punto de corte de 17.35% para el ADE,
el 84.9% de los portadores de B-talasemia (185 de 218) y el 90.2% de los portadores de
6B-talasemia (37 de 41) fueron correctamente identificados. Estos resultados
confirman la capacidad del ADE para discriminar entre ambas entidades. El hecho de
gue haya un porcentaje ligeramente inferior de portadores de B-talasemia
adecuadamente identificados se puede explicar por el hecho de que algunos de ellos
presentaran una sobreexpresion de los genes que codifican las cadenas gamma, ya sea
por alteraciones moleculares asociadas bien en los promotores de dichos genes o bien

por mutaciones en otros determinantes moduladores de su expresion fuera del cluster
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de los genes beta. En estos casos se produce un ADE mas elevado, haciéndoles parecer
portadores de 6B-talasemia. Seria de gran interés, por tanto, que se encontrase un
parametro hematoldgico que pudiera discriminar entre los portadores de B-talasemia
con una mayor y menor expresion de Hb F, cuestion que podria resolverse en el futuro
con estudios similares dirigidos a individuos portadores de B-talasemia seleccionados.
La sobreexpresién de genes gamma constituye un modulador muy importante en
expresion fenotipica de las formas homocigotas o dobles heterocigotas de beta
talasemias. De esta forma identificar casos de beta talasemia heterocigota portadores
de estas alteraciones puede tener importancia a la hora de realizar el consejo genético.
En este segundo andlisis, no incluimos ni el VCM, ni HCM ni CHCM, ya que ninguno de
ellos habia demostrado una precisidn diagndstica (area bajo la curva) lo

suficientemente buena.

Estos resultados han confirmado que los portadores de 6B-talasemia tienen un ADE
significativamente mayor que los portadores de B-talasemia (18.79% vs 16.04%,
p<0.001) y que los hematies 6B son menos microciticos y menos hipocrémicos que los
hematies B. Creemos que este es el primer estudio en el que la tecnologia del
analizador Advia 2120 se ha aplicado a portadores de §B-talasemia y B-talasemia
simultdneamente. En estudios previos de estas 2 entidades, el hemograma fue
realizado en analizadores Coulter (Donoghue, 1987; Juncd Piera et al, 1990; Miguel
Sosa et al, 1990) o H*2 (Jiménez et al, 1995), mientras que en otros trabajos no se hizo

alusion a la tecnologia utilizada (Ferndndez Valle et al, 1991; Aslan et al, 2002).

A pesar de haberse demostrado que la §B-talasemia es menos microcitica y menos

hipocrémica que la B-talasemia, no se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas en las diferentes poblaciones eritrocitarias entre ambas. Sin embargo,
antes de que aplicaramos la correccién de Bonferroni para evitar el posible efecto de
las comparaciones multiples en la alta significacidn estadistica alcanzada, si habiamos
visto que el %HIPER era significativamente mayor y el %HIPO significativamente menor
en &B-talasemia. Por tanto, es posible que con estudios que tengan un tamafio
muestral mayor se demuestre que dichos pardmetros puedan tener un papel

importante en el diagndstico diferencial.

Por otro lado, también hemos comparado cada uno de estos dos tipos de talasemia
con pacientes con ferropenia. En la comparacion de B-talasemia frente a ferropenia,
varios estudios han demostrado que los portadores de B-talasemia tienen un mayor
recuento total de hematies, mayores niveles de Hb, mayor CHCM, y menor VCM y ADE
gue los pacientes con ferropenia (Jiménez et al, 1995; Urrechaga, 2009; Urrechaga et
al, 2011A). En este estudio se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas no sélo en todos los pardmetros clasicos del hemograma, sino también en
las poblaciones eritrocitarias (p<0.001 en todos los parametros). Resultados similares
han sido reportados previamente por Urrechaga y colaboradores (Urrechaga, 2009;
Urrechaga et al, 2011A) y Jiménez y colaboradores (Jiménez et al, 1995), aunque en
este Ultimo estudio los portadores de B y 6B-talasemia fueron considerados como un

Unico grupo.

A pesar de que la CHCM fue menor en los pacientes con ferropenia, la HCM de los
ferropénicos fue mayor que en los portadores de B-talasemia. Esto supone que,
probablemente, la HCM estd influenciada no sélo por la hemoglobinizacion sino

especialmente por el volumen de los hematies.
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El eritrograma basado en volumen/concentracion de Hb que proporciona el Advia
2120 muestra patrones caracteristicos tanto de ferropenia como de talasemia, por lo
gue permite realizar de forma facil un diagndstico de presuncidn a simple vista
(Urrechaga, 2009). Ademas de dichos patrones, el analizador nos proporciona valores
numéricos de las poblaciones eritrocitarias segun el volumen (%MACRO y %MICRO) y
la concentracién de Hb (%HIPER, %HIPO). Como era de esperar, el %MICRO fue mucho
mayor en el grupo de B-talasemia (34.27%) que en el de ferropenia (18.41%; p<0.001),
mientras que en el %HIPO se observé un comportamiento opuesto (B-talasemia
21.36%, ferropenia 34.18%; p<0.001). Un parametro que, hasta la fecha, no se habia
estudiado en estos dos grupos de pacientes es %MACRO. Una posible explicacidon de
que el %MACRO esté mas elevado en pacientes ferropénicos podria ser, por un lado,
un recuento de reticulocitos mayor (que son de mayor tamafio) al incluirse en este
grupo algunos pacientes con sangrado. Por otro lado, el hierro juega un papel clave en
la sintesis de ADN formando parte de la enzima ribonucledtido reductasa, que cataliza
la formacién de ribonucleétidos (Elledge et al, 1992). Por lo tanto, la deficiencia de
hierro produciria un menor niumero de divisiones de los precursores eritroides y un

cierto grado de macrocitosis en comparacion con los portadores de B-talasemia.

En estudios previos, el recuento total de hematies (d’Onofrio et al, 1992) y el %MICRO
(Jiménez et al, 1995; Urrechaga et al, 2009; Urrechaga et al, 2011A) han demostrado
ser los pardmetros con mayor capacidad de discriminacién entre estos dos grupos
hasta la fecha. Segln nuestros datos el mayor poder discriminativo fue el del VCM
(ABC=0.879), que fue superior al del nimero total de hematies (ABC=0.871) y el del
%MICRO (ABC=0.840), segundo y tercer parametros con mayor ABC, respectivamente.
En comparacion a estudios previos, la capacidad discriminatoria del %MICRO fue
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ligeramente inferior a la esperada (teniendo en cuenta que el VCM fue el pardametro
con mayor capacidad discriminativa), aunque su ABC fue lo suficientemente buena
como para considerarlo un parametro fiable a la hora de discriminar entre ambas

patologias.

De forma similar a la comparacién descrita entre el grupo de ferropeniay el grupo de
B-talasemia, también encontramos diferencias estadisticamente muy significativas en
todos los parametros entre el grupo de 6B-talasemia y el grupo de deficientes en
hierro (p<0.001 en todos los parametros). Los portadores de 6B-talasemia presentaron
mayor recuento total de hematies, mayores niveles de Hb, mayor CHCM, menor VCM y
mayor ADE que los pacientes con ferropenia. El pardmetro mas eficaz a la hora de
discriminar entre 6B-talasemia y ferropenia fue el %HIPER, con un ABC de 0.910,
superior a la del nimero total de hematies (ABC=0.856) y CHCM (ABC=0.854). La
mayor parte de los hematies en individuos con déficit de hierro son hipocrémicos,
mientras que la hemoglobinizacién de los hematies en portadores de §B-talasemia
estd incrementada por el aumento de sintesis de cadenas gamma. Estos dos factores
pueden servir para explicar las diferencias en el %HIPER entre estos dos grupos. A
pesar de que ambas entidades suelen cursar con ADE elevado, los distintos estudios
publicados hasta la fecha han mostrado diferencias inconsistentes entre ambas en
cuanto a dicho parametro. En nuestro estudio, el ADE fue mayor en 6B-talasemia
(18.79 vs 17.59, p<0.001), de forma similar a las diferencias reportadas por Juncd y
colaboradores. Sin embargo, Sosa y colaboradores no encontraron diferencias entre
ambas. La discrepancia entre los distintos estudios podria estar en relacién con
diferentes criterios de seleccion de los pacientes incluidos y la variedad de tamafios
muestrales de cada uno de ellos.
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Cuando en la consulta nos encontremos ante un paciente con anemia macrocitica
cuyos indices corpusculares sean compatibles con un posible rasgo talasémico, es
importante tener en mente la posibilidad de que se trate de una 6B-talasemia,
especialmente en areas geograficas como la nuestra. No es ni mucho menos tan
prevalente como la B-talasemia, la a-talasemia (no incluida en este estudio) o la
anemia ferropénica, pero si lo suficiente como para diagnosticarla con cierta
frecuencia si la tenemos en consideracion en el diagndstico diferencial. El manejo
clinico de estas patologias es bastante diferente, por lo que son necesarias
herramientas diagndsticas que nos permitan diferenciarlas. El consejo genético que le
tenemos que dar a un portador de 8B-talasemia heterocigota es diferente del que le
daremos a un portador de B-talasemia heterocigota. Si un individuo hereda un alelo 63
de cada progenitor, es decir tiene una 6B-talasemia homocigota, se va a comportar
como una talasemia intermedia, lo que significa que podra realizar una vida mas o
menos normal pero necesitara transfusiones de manera ocasional dependiendo de la
severidad de su anemia. Por otro lado, los sujetos con a-talasemia homocigota o doble
heterocigota van a presentar una a-talasemia mayor con necesidad de transfusiones

periddicas para poder sobrevivir.

Tanto los parametros clasicos del hemograma como algunos de los nuevos parametros
de laboratorio de serie roja, como son las poblaciones eritrocitarias, han confirmado
en este estudio su utilidad a la hora de seleccionar muestras con microcitosis para
estudio de talasemia, y alguno de estos parametros (ADE) ha demostrado poder

discriminar de forma eficaz entre B y 6B-talasemia.
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Hasta el momento actual, este es el primer trabajo en el que se estudian las
poblaciones eritrocitarias en individuos con 6B-talasemia y el primero en el que se
demuestra correlacion entre el porcentaje de Hb F y el grado de anisocitosis en estos
casos. Es cierto que no se ha realizado estudio molecular en nuestros pacientes (salvo
en unos pocos casos en los que se secuencio el gen beta porque el estudio de HPLC no
era del todo concluyente), pero ante un caso con microcitosis e hipocromia, tener una
Hb A, elevada (en el caso de la B-talasemia) o una Hb A; normal y una Hb F elevada (en

el caso de la 6B-talasemia) son suficientes para establecer el diagndstico.

Objetivo 3: Comprobar si las diferencias encontradas en los parametros de hematies

maduros se observan también en los reticulocitos de estos dos grupos de pacientes.

Tras haber analizado las caracteristicas de los hematies maduros de estos 3 grupos
diferentes de individuos con microcitosis, se planted un segundo estudio, encaminado
a comprobar si todas esas diferencias encontradas en los hematies maduros podian

observarse también en los reticulocitos de esos mismos sujetos.

Los reticulocitos son los primeros precursores eritroides liberados a la circulacién en
condiciones normales, y circulan por el torrente sanguineo solamente 1-2 dias (Mast et
al, 2002). Debido a su corta vida en la circulacién en comparacién con los hematies
maduros (120 dias aproximadamente), los pardmetros reticulocitarios constituyen
herramientas mas fiables para evaluar la actividad eritropoyética de la médula ésea a
tiempo real, dado que los cambios en la eritropoyesis pueden ser detectados antes

(Urrechaga et al, 2011B). El estudio de reticulocitos ha cobrado un gran interés e
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importancia en los ultimos afios desde el desarrollo de analizadores hematoldgicos que
utilizan tinciones especificas para el ARNm, permitiendo asi recuentos muy precisos

incluso cuando la cantidad de reticulocitos es muy pequefia (Urrechaga et al, 2011B).

Algunos parametros reticulocitarios han demostrado tener un papel muy prometedor
en el estudio de diversas patologias eritroides. Por ejemplo, el CHr ha sido utilizado
para el diagndstico y seguimiento de la anemia ferropénica (Mast et al, 2008), para
predecir déficit de hierro en sujetos sanos (Brugnara et al, 1999), para discriminar
entre anemia ferropénica y anemia de trastornos crénicos (Rehu et al, 2011) y para
diferenciar portadores de talasemia de individuos sanos (Skarmoutsou et al, 2003;
Vicinanza et al, 2005; Kriigner et al, 2006; Wagner et al, 2011) y con déficit de hierro
(Urrechaga et al, 2011A; Urrechaga et al, 2011B; d’Onofrio et al, 1995; Noronha et al,
2005; Bartels et al, 2006; Chouliaras et al, 2010; Schoorl et al, 2012; Sudmann et al,
2012; Cortellazzi et al, 2003, Urrechaga et al, 2015; Ceylan et al, 2007). Ademas, se
puede obtener informacién cuantitativa sobre los reticulocitos inmaduros basdandonos
en la cantidad de ARNm que tienen, pudiendo ser de utilidad los parametros de
maduracion obtenidos en el diagndstico diferencial de las anemias (Noronha et al,

2005; Urrechaga et al, 2015).

En este segundo estudio, se empezd comparando a los portadores de 6B-talasemia y B-
talasemia. El pardmetro mas relevante en el estudio de hematies maduros habia sido
el ADE, por lo que se pretendia confirmar si esa capacidad discriminatoria entre ambas
entidades también la tenia el ADEr. Los reticulocitos de portadores de §B-talasemia
tuvieron un ADEr superior a los de portadores de B-talasemia (15.03% vs 13.82%,

p<0.001). Por lo tanto, la anisocitosis descrita en la serie roja mas madura también se
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puede observar en sus mas inmediatos precursores, y la explicacién a este fendmeno
es la ya mencionada distribucion heterocelular de la Hb F en los reticulocitos. Las
diferencias en ADEr también fueron observadas entre sujetos B-talasemia con y sin
elevacién de la Hb F (articulo 2, figura 1). Es decir, el ADEr esta influenciado por el
porcentaje de Hb F en los portadores de B-talasemia y 6B-talasemia. Sin embargo, la
correlacién entre estos 2 pardmetros, aunque fue positiva (r=0.551, p<0.001), parece

ser inferior a la observada en hematies maduros.

En la linea de los resultados obtenidos en el estudio de hematies maduros de estos
pacientes, también se confirmaron estas diferencias no sélo en el ADEr, sino también
en los parametros que hacen referencia al tamafio y cantidad de Hb de los
reticulocitos. En los portadores de 6B-talasemia, el volumen corpuscular reticulocitario
(VCMr) fue ligeramente superior al observado en los portadores de B-talasemia (88.30
vs 85.50 fl, p<0.001), también lo fue el CHr (23.68 vs 22.66 pg, p<0.001). El
razonamiento que explica estas diferencias es el mismo que en el primer estudio. Los
precursores eritroides (en este caso los reticulocitos) de estos pacientes son ya de por
si microciticos, debido a un mayor niumero de divisiones por la sintesis disminuida de
cadenas de globina y la consecuente disminucién de su hemoglobinizacién. En el caso
de los portadores de 6B-talasemia, el aumento de sintesis de cadenas gamma
compensa en parte este efecto y, por lo tanto, tienen un tamafio y una

hemoglobinizacién ligeramente superior.

El pardmetro CHr se obtiene mediante el producto del volumen y la concentracién de
Hb. Cuando los reticulocitos maduran a hematies maduros, se produce un aumento de

su concentracién de Hb al mismo tiempo que experimentan una disminucion de su
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volumen. Por este motivo, CHr parece ser un parametro mas estable que la CHCMr
(Mast et al, 2008). A pesar de que en este estudio las diferencias en CHCMr no fueron
significativas, probablemente debido al tamafio de la muestra (no en todos los casos
de &B-talasemia se pudo hacer el estudio reticulocitario), si que observamos valores
ligeramente superiores de CHCMr en &B-talasemia (26.93 vs 26.70 g/dl). En la
literatura encontramos varios estudios en los que se ha demostrado que CHr es capaz
de discriminar portadores de talasemia de sujetos sanos y también de deficientes en
hierro. Sin embargo, no hemos encontrado publicados estudios en los que se evalte
dicho parametro en &B-talasemia. Por ejemplo, Skarmoutsou y colaboradores
(Skarmoutsou et al, 2003) demostraron diferencias significativas en CHr entre
portadores de B-talasemia silente, B*-talasemia y B°-talasemia. En dicho trabajo se
observé que habia correlacién entre CHr y el grado de desequilibrio de cadenas de
globina: es decir, el grupo de B%talasemia presentd los valores mas bajos. No
disponemos de datos en los diferentes subtipos de B°-talasemia ya que en nuestro

trabajo no se realizé el estudio molecular en la gran mayoria de dichos casos.

Dentro de los reticulocitos, el analizador Advia 2120 es capaz de dividirlos en tres
subgrupos segun la cantidad de ARNm que posean, de tal forma que, cuanto mayor
sea contenido en ARNm, mas inmaduros son. Los pardmetros que nos proporciona
esta tecnologia son: H-RTC (alto contenido en ARNm, los mds inmaduros), M-RTC
(contenido medio) y L-RTC (bajo contenido en ARNm, los inmediatamente anteriores a
los hematies maduros). En las ocasiones en las que la actividad eritropoyética de la
meédula dsea estda aumentada, se observa un mayor porcentaje de reticulocitos
inmaduros en sangre periférica (de Lima et al, 2003). Al analizar las subpoblaciones
reticulocitarias en B y 6B-talasemia, no encontramos diferencias significativas en

153



ninguno de estos parametros, lo que probablemente refleje que no haya diferencias

significativas en la actividad eritropoyética entre los sujetos con estas dos alteraciones.

En este segundo estudio también se compararon los pardmetros reticulocitarios de
estos 2 tipos de talasemia con los de pacientes con ferropenia. En el caso de la
comparacion entre los grupos B-talasemia y ferropenia, se habia observado en el
primer estudio que los hematies maduros de los portadores de B-talasemia tenian
menor VCM, mayor CHCM y menor ADE que los hematies ferropénicos (Jiménez et al,
1995; d’Onofrio et al, 1992; Urrechaga et al, 2008; Urrechaga, 2009; Urrechaga et al,
2011C). En cuanto al tamafio y la concentracidn de Hb reticulocitarios, se obtuvo el
mismo comportamiento que el de los hematies maduros de estos dos grupos, ya que
el VCMr de los portadores de B-talasemia fue menor (85.50 fl) que el de los sujetos
ferropénicos (94.95 fl, p<0.001), y la CHCMr fue mayor (26.70 vs 25.39 g/dl, p<0.001).
Es decir, al igual que ocurre en los hematies maduros, los reticulocitos talasémicos son
mas microciticos que hipocrémicos y los reticulocitos ferropénicos son mas
hipocrémicos que microciticos. El desequilibrio en la sintesis de cadenas de globina y el
exceso de cadenas alfa libres producen dafo oxidativo de la membrana, pérdida de
potasio y una deshidratacion relativa en los precursores eritroides de los portadores de
B-talasemia. Por otro lado, el hierro forma parte de la ribonucleétido reductasa, por lo
que desempefia un importante papel en la sintesis de ADN (Elledge et al, 1992). Esto
hace que, debido a que los precursores eritroides se dividan menos, el déficit de hierro

produzca un cierto grado de macrocitosis en comparacion con la B-talasemia.
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A pesar de que la CHCMr fue menor en los pacientes con déficit de hierro, dichos
pacientes tenian un valor de CHr medio superior a los portadores de B-talasemia
(24.05 vs 22.66 pg, p<0.001). Esto quiere decir que CHr parece estar influenciado por la
hemoglobinizacidn y, sobre todo, por el tamafio de los reticulocitos. Estos resultados
son similares a los reportados por Vicinanza y colaboradores (Vicinanza et al, 2005),
Chouliaras y colaboradores (Chouliaras et al, 2010), Urrechaga y colaboradores
(Urrechaga et al, 2015) y Ceylan y colaboradores (Ceylan et al, 2007), habiendo
utilizado todos ellos la misma tecnologia de analizadores hematoldégicos que se utilizo
en el presente trabajo. Sin embargo, algunos de estos autores (Chouliaras et al, 2010;
Ceylan et al, 2007) reportaron niveles de sensibilidad y especificidad insuficientes de
CHr para discriminar entre ambas entidades. Los valores de CHr deben ser
interpretados en el contexto global de la fisiologia eritrocitaria del paciente, debido a
sus conocidas limitaciones diagndsticas en pacientes con transfusiones sanguineas
recientes, aquellos que estan recibiendo tratamiento con hierro, y en aquellos con
déficit concomitante de folato y/o vitamina B12 (Mast et al, 2008). En este sentido,
Vicinanza y colaboradores (Vicinanza et al, 2005) propusieron ACHr como un
parametro mas preciso que CHr, dado que CHr parece ser menos eficaz a la hora de
discriminar pacientes con microcitosis o macrocitosis marcadas (Brugnara et al, 1999).
Segun proponen estos autores, ACHr se puede calcular como la diferencia entre el CHr
medido y el CHr esperado para su correspondiente VCMr (ACHr= CHr-CHr-e). Existe,
ademas, un parametro similar que proporcionan los autoanalizadores Sysmex (Sysmex,
Kobe, Japdn) llamado Equivalente de Hemoglobina Reticulocitario (Ret He, también
llamado RET-Y), similar pero no idéntico a CHr, que también ha sido evaluado en B-

talasemia y ferropenia (Urrechaga et al, 2011A; Urrechaga et al, 2011B; Sudmann et al,
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2012; Noronha et al, 2005; Bartels et al, 2006). En el trabajo de Noronha y
colaboradores y en el de Bartels y colaboradores no se encontraron diferencias en este
parametro entre ambos grupos de pacientes. Sin embargo, otros autores si han
reportado diferencias en Ret He entre B-talasemia y ferropenia (Urrechaga et al,
2011A; Urrechaga et al, 2011B). Incluso se ha incluido este pardmetro en un algoritmo
diagnéstico, junto con el recuento total de hematies y la ferritina, para discriminar

entre B-talasemiay ferropenia (Sudmann et al, 2012).

Parece sorprendente, a priori, que el ADEr de los portadores de B-talasemia sea
superior al del grupo de ferropenia (13.82% vs 12.80%, p<0.001), al contrario de lo que
ocurre con los hematies maduros, en los que se observa un mayor grado de
anisocitosis en los pacientes con ferropenia (d’Onofrio et al, 1992; Urrechaga et al,
2008; Urrechaga, 2009; Urrechaga et al, 2011C). Para encontrar una explicacion
plausible a este fendmeno conviene que nos fijemos en cédmo se calcula el ADEr. Se
define este parametro como el coeficiente de variacién del VCMr, definido como el
cociente de su desviacién estandar entre su media. Como el denominador de dicha
férmula, es decir el VCMr, es mayor en los pacientes ferropénicos, su ADEr es menor.
Ademas, el tamafio de los reticulocitos es mayor que el de los hematies maduros, por
lo que el ADEr es ligeramente inferior al ADE en ambas patologias. En este contexto, la
desviacidn estdndar probablemente sea el pardmetro estadistico mas preciso dentro
de las medidas de dispersién, y estd mas elevada en el grupo de ferropenia (1.45 vs

1.37).

En el grupo de pacientes con ferropenia se observé una mayor cantidad de

reticulocitos inmaduros que en el grupo de B-talasemia, lo que sugiere una actividad
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eritropoyética aumentada, resultados similares a los comunicados por Noronha
(Noronha et al, 2005) y Urrechaga (Urrechaga, 2015; Urrechaga et al, 2011B). Es
llamativo el hecho de que el nimero total de reticulocitos sea, en cambio, mayor en el
grupo de B-talasemia, dato que concuerda con estudios previos (Noronha et al, 2005;
Bartels et al, 2006; Urrechaga et al, 2011B). Es decir, los pacientes con ferropenia
tienen mas reticulocitos inmaduros que los portadores de B-talasemia, pero menos
reticulocitos totales. Por lo tanto, algunos de ellos no son liberados al torrente
sanguineo, lo que nos sugiere un cierto grado de eritropoyesis ineficaz mayor en el
grupo de ferropenia. Una posible hipétesis que explicaria la mayor proporcién de
reticulocitos inmaduros en los sujetos deficientes en hierro podria ser una mayor
expresion del ARNm del receptor soluble de la transferrina (RST) (Punnonen et al,
1997). En respuesta a una cantidad insuficiente de hierro unido a transferrina, la
sintesis de RST aumenta proporcionalmente a los requerimientos celulares (Cook,
1999). Por lo tanto, un aumento de los niveles plasmaticos del RST podria reflejar un
aumento de los precursores eritroides (Skarmoutsou et al, 2002) o bien una mayor
expresion en la membrana celular de los precursores eritroides del receptor de la
transferrina (RT). Ademas, el RST ha demostrado tener correlacién positiva con los
niveles de Hb A; (que refleja el grado de desequilibrio de cadenas de globina) en
pacientes con B-talasemia (Skarmoutsou et al, 2002). Sin embargo, De Lima y Grotto
(De Lima et al, 2003) no hallaron diferencias significativas en RST y reticulocitos
inmaduros entre B-talasemia y ferropenia. En nuestro estudio no se ha realizado
determinacion del RST al no estar disponible en nuestro laboratorio, por lo que no se

ha podido comprobar esta posible relacion.
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Para concluir este segundo estudio, quisimos analizar las diferencias en los parametros
reticulocitarios de los portadores de 6B-talasemia y los pacientes con déficit de hierro.
Observamos diferencias significativas en todos los indices corpusculares, con la
excepcion de CHr. Los reticulocitos 8B fueron mas pequeios (VCMr 88.30 fl) y mas
densos (CHCMr 26.93 d/dl) que los reticulocitos ferropénicos (VCMr 94.95 fl y CHCMr
25.39 g/dl, p<0.001). La distribucién heterogénea de la Hb F explica el mayor grado de
anisocitosis (ADEr 15.03% vs 12.80%, p<0.001) de los reticulocitos 6B. El aumento de
hemoglobinizacion de los precursores eritroides de la §B-talasemia hace que sufran un

menor numero de divisiones, lo que puede explicar las diferencias de tamaiio celular.

Sin embargo, ninguno de los parametros de maduracion reticulocitarios mostré
diferencias significativas entre estos dos grupos, con la excepcion de H-R. Los
reticulocitos con alto contenido en ARNm fueron mds numerosos en el grupo de
sujetos ferropénicos (41.29x10°/I vs 6.05x10°/I, p<0.001), confirmando que la
expansién de la eritrona es mayor en pacientes con déficit de hierro. Al igual que
ocurrié con los portadores de B-talasemia, el recuento total de reticulocitos del grupo
de ferropenia fue inferior al del grupo de 6B-talasemia a pesar de tener mas
reticulocitos inmaduros, lo que sugiere la teoria de un posible mayor grado de
eritropoyesis ineficaz, aunque también podria ser debido a una mayor expresion del
ARNm del RT. El hecho de no haber encontrado diferencias significativas en el resto de
parametros de inmadurez reticulocitaria puede ser debido al pequefio tamafiio

muestral del grupo de 6B-talasemia.

Tras haber analizado los parametros reticulocitarios en estos 3 grupos de pacientes

con microcitosis, se puede afirmar que las diferencias encontradas en los hematies
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maduros de estos pacientes se encuentran también en sus precursores
inmediatamente anteriores, los reticulocitos. El tamafio de los reticulocitos 6 es
ligeramente mayor que el de los reticulocitos B y su concentracién de Hb es
ligeramente superior. Ademas, los reticulocitos 8B presentan un mayor grado de
anisocitosis debido a la distribucién heterocelular de la Hb F en ellos. El grupo que
presentd un mayor porcentaje de reticulocitos inmaduros fue el grupo de pacientes
con déficit de hierro, lo que probablemente refleja tanto una eritropoyesis aumentada
mas ineficaz que en los sujetos talasémicos, y posiblemente también una mayor
expresion del ARNm del RST. Este es el primer trabajo publicado en el que se evaltan
los pardmetros reticulocitarios en individuos portadores de &B-talasemia.

La aplicabilidad clinica de estos pardmetros esta aun por determinar, ya que la gran
mayoria de ellos no estan validados como parametros diagndsticos dada la gran
variedad de tecnologias disponibles, ni estandarizados, ni estan disponibles controles
clinicos comerciales para cada uno de ellos, por lo que los resultados obtenidos en este
y otros trabajos similares han de ser interpretados con precaucidn. Sin embargo, a
pesar de las mencionadas limitaciones diagndsticas, el estudio de parametros
reticulocitarios tiene un gran interés desde un punto de vista meramente tedrico, ya
gue nos ayudan a comprender mejor la fisiopatologia de estas y otras patologias

eritroides.

Objetivo 4: Intentar encontrar un parametro o combinacion de parametros del
hemograma con la capacidad de predecir si un individuo es portador de una

hemoglobinopatia estructural.
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Con el fin de encontrar parametros de laboratorio capaces de identificar portadores de
variantes de Hb, se realizd un tercer estudio en el que se compararon 251 controles
sanos con 500 portadores de hemoglobinopatia estructural. Los tipos de
hemoglobinopatia estructural que se diagnosticaron fueron: 355 casos de Hb S (71%),
104 casos de Hb C (20.80%), 19 Hb D (3.80%), 7 Hb E (1.40%), 7 Hb O-Arab (1.40%), 4

variantes de cadena alfa (0.80%) y 4 Hb Lepore (0.80%).

Hasta ahora, en la mayor parte de los estudios publicados sobre hematimetria en
portadores de Hb variante solamente se incluyeron casos de Hb S, otros evaluaron
Unicamente portadores de Hb C, y algunos compararon alguna de estas dos Hb
variantes con controles sanos (Ataulfo Gonzdlez et al, 2005; Wambua et al, 2006;
Guvenc et al, 2012; Liebhaber et al, 1988, Couto et al, 2003; Silva et al, 2002; Steinberg,
1975, Hinchliffe et al, 1996; Maggio et al, 1984; Sheehan et al, 1983). Es decir, si se han
comparado los parametros del hemograma entre portadores y no portadores, pero
s6lo con ciertas Hb variantes y no se ha llegado a conclusiones claras sobre el papel
gue uno o varios de estos parametros podrian desempenar en el diagnéstico de

presuncién de hemoglobinopatias estructurales.

Al realizar la comparacién entre el grupo de portadores (de cualquier variante de Hb
en estado heterocigoto) y el grupo de controles sanos, fue muy llamativo que las
diferencias en todos los pardmetros evaluados tuvieran una muy elevada significacion
estadistica (tabla 1, articulo 3). Debido a que se observé un porcentaje importante de
portadores de Hb variante con déficit de hierro (49.8%), probable a-talasemia asociada

(30%), 0 ambas (19.2%), la impresion inicial fue que ambos factores (ferropeniay a-
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talasemia) estaban teniendo una importante influencia en dichas diferencias. Para
intentar esclarecer en qué medida estaban influyendo en estos resultados, se
realizaron 3 nuevas comparaciones entre portadores y controles: eliminando los casos
de Hb variante con ferropenia, eliminando sdélo los que tenian una probable a-

talasemia asociada, y eliminando los que tenian ferropenia y/o a-talasemia.

Cuando se analizaron sélo aquellos casos de portadores de Hb variante sin déficit de
hierro ni a-talasemia hubo Unicamente dos pardmetros en los que no se observaron
diferencias significativas (Hb y HDW). Esto pone de manifiesto que el tipo de cadena de
B-globina influye en el fenotipo de los hematies. En concreto, los hematies de los
portadores de hemoglobinopatia estructural fueron mas pequefios, mas densos y

mostraban una mayor anisocitosis que los hematies de controles sanos.

Se sabe que la actividad del cotransportador K*:Cl- de los hematies de sujetos
portadores de hemoglobinopatia estructural (sobre todo de Hb Sy Hb C) estd
aumentada debido a interacciones de la Hb variante con la membrana, produciéndose
un aumento de salida de K* y CI" del hematies que no se compensa con una mayor
entrada de Na* o de intercambio Na*/H* (Ballas et al, 1987). Este fendmeno es similar
al que sucede en los individuos homocigotos y dobles heterocigotos (Brugnara et al,
1987), aunque en heterocigotos se observa en un grado menor (Ballas et al, 1987). De
esta forma, los hematies se deshidratan, y este aumento en su densidad se ve
reflejado en una mayor CHCM cuando se les compara con controles sanos. La pérdida

de agua supone también una disminucidn de su tamano, reflejado en un menor VCM.

Los resultados de esta tesis estan en concordancia con los pocos estudios previamente

publicados que hacen referencia a este tema. Hinchliffe y colaboradores reportaron
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una CHCM elevada en portadores de Hb S, Hb Cy Hb D en comparacion con controles
normales (Hinchliffe et al, 1996), encontrando los valores mas altos de CHCM en los
individuos HbAC, seguidos por los HbAD y HbAS respectivamente (Hinchliffe et al,
1996). Ademas, varios autores han encontrado valores de VCM mas bajos en
portadores de Hb variantes que en sujetos sanos (Wambua et al, 2006; Hinchliffe et al,
1996; Maggio et al, 1984, Sheehan et al, 1983). La microcitosis encontrada en los
portadores de Hb variante ha sido atribuida tanto a la coexistencia de a-talasemia
como al efecto de la propia cadena mutante de Hb. Wambua y colaboradores
describieron valores significativamente inferiores de VCM en sujetos HbAS
comparados con sujetos HbAA independiente de si eran portadores o no de a-
talasemia (Wambua et al, 2006). Resultados similares fueron obtenidos por Couto y
colaboradores al comparar individuos HbAC y HbAA, todos ellos con los genes alfa
intactos (Couto et al, 2003). También, en la misma linea, Silva y colaboradores
postularon que la a-talasemia no contribuye de forma significativa a la microcitosis de
los individuos HbAC, y que la presencia de Hb C por si misma produce un menor VCM
(Silva et al, 2002). En resumen, los estudios publicados hasta la fecha han demostrado
gue existe un grado de microcitosis ligeramente superior en portadores de
hemoglobinopatia estructural respecto a controles sanos, pero la causa principal de
esta microcitosis no esta del todo clara, ya que tanto el estudio molecular de los genes
alfa como el estudio de parametros del metabolismo del hierro no se realizé en
muchos de estos estudios (Hinchliffe et al, 1996, Maggio et al, 1984, Sheehan et al,

1983).

Una manera diferente de evaluar el tamafo y la densidad de los hematies es analizar
las poblaciones eritrocitarias que nos proporcionan analizadores hematoldgicos
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basados en la difraccion de luz laser, como es el caso del Advia 2120. Como era de
esperar, cuando analizamos las diferencias en las poblaciones eritrocitarias, éstas
mostraban la misma tendencia que los parametros clasicos de volumen y densidad. Los
hematies de portadores de Hb variante presentaron menor %MICRO, mayor %HIPER y
mayor M/H. Ni la deficiencia de hierro ni la coexistencia de a-talasemia influyeron en
estas diferencias. Hasta la fecha, no se ha publicado ningln otro trabajo en el que se

analicen las poblaciones eritrocitarias en portadores de hemoglobinopatia estructural.

Otro parametro en el que se observaron diferencias significativas fue el ADE, siendo
mayor en los portadores. Una posible explicacidn a este hecho podria ser que las
interacciones entre la Hb variante y la membrana eritrocitaria no se produzcan con la
misma intensidad en todos los hematies. Esta hipotética heterogeneidad del efecto de
las alteraciones en los cotransportadores de la membrana podria provocar distintos
tamanios celulares dependiendo de la cantidad de agua perdida por cada hematie,

provocando asi un grado de anisocitosis ligeramente mayor.

A pesar de que hay trabajos que han descrito diferencias en algunos parametros
hematoldgicos entre portadores de Hb variante y sujetos sanos, ninguno de estos

estudios ha utilizado el hemograma como herramienta de screening de portadores.

En el presente trabajo, se encontraron 4 parametros que demostraron poder
discriminar entre portadores y controles normales independientemente de que
tuviesen o no ferropenia o a-talasemia asociadas. Dichos parametros fueron: VCM,
ADE, %MICRO y M/H. El %MICRO fue el que presenté una mayor potencia diagndstica,
es decir la mayor ABC (0.918), seguido por el VCM (ABC 0.891), el M/H (ABC 0.877) y el

ADE (ABC 0.852). Con estos cuatro parametros se desarrollé un modelo predictivo
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diagndstico, utilizando el punto de corte para cada uno de estos parametros con la
mejor combinacion de sensibilidad y especificidad. Segun esto, a cada una de las
muestras (casos y controles) se le asigné una puntuacién final desde 0 hasta 4,
dependiendo de cuantos de los siguientes criterios cumplia: VCM menor de 88.4 fl,
ADE mayor de 13.4%, %MICRO mayor de 0.7% o M/H mayor de 0.8%. A continuacion,
se evalud el poder diagndstico de estos cuatro parametros en el total de portadores y
controles. Se aplicd el modelo a toda la cohorte con el fin de conseguir la mayor
aplicabilidad clinica posible. Segun los resultados obtenidos, una puntuacién de 4, 3, 2,
160, resultd en una probabilidad de ser portador de cualquier hemoglobinopatia
estructural del 98.32%, 85.23%, 66.67%, 36.26% 0 9.64% respectivamente. Se
realizaron pruebas estadisticas que demostraron que este modelo estaba bien
calibrado y presentaba una excelente discriminacién (ABC de 0.929). Por lo tanto,
parece ser una herramienta adecuada de screening de hemoglobinopatia estructural.
Parece razonable, segun estos resultados, que una puntuacién de 3-4 deberia conducir
a investigar la posibilidad de que se trate de una Hb variante, mientras que si la
puntuacion es baja el diagnéstico es poco probable. El hecho de este modelo no esté
estructurado como una férmula matematica compleja, sino que es sencillo de calcular,
facilita su posible aplicacion en la practica clinica diaria. El principal objetivo de este
score es llamar la atencién sobre aquellas muestras analizadas en el laboratorio en las
gue hay que realizar mas pruebas para completar el diagnéstico de hemoglobinopatia
estructural. Se trata de una estrategia sencilla, rapida y barata, que, de confirmarse su
utilidad en otros estudios, podria consolidarse en el futuro como un primer paso en el
diagndstico de estas alteraciones. Un diagndstico de presuncion fiable de estas

patologias puede contribuir a la racionalizacién del uso de recursos en el Laboratorio
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de Hematologia. De esta forma, los portadores pueden ser facilmente identificados y
se les puede dar un consejo genético adecuado, pero limitando el nimero de estudios
moleculares Unicamente a aquellos casos en que sea necesario. Es necesario que, en
estudios futuros, se valide este score con analizadores hematoldgicos que utilicen la
difraccion dptica en el estudio de hematies, tanto de la misma como de otras casas

comerciales.

Objetivo 5: Estudiar las diferencias en los parametros hematoldgicos de laboratorio
entre sujetos portadores de Hb S heterocigota y sujetos portadores de Hb C
heterocigota, y correlacionar dichas diferencias con la fisiopatologia de ambas

entidades.

Los resultados de este estudio revelan que la Hb S es la hemoglobinopatia estructural
mas frecuente en Madrid (70%), seguida por la Hb C (21%). Dado que ambas son, con
gran diferencia, las dos Hb variantes mas prevalentes en nuestra drea geogréfica, y
ademas las de mayor relevancia clinica, es importante conocer qué parametros las

diferencian y si alguno de ellos es util para discriminar entre ambas.

La Hb S se produce cuando una valina sustituye al acido glutdmico en la posicidn 6 de
la cadena de B-globina, mientras que la Hb C se produce cuando el acido glutdmico de
la posicién 6 de la cadena de B-globina es reemplazado por una lisina (Steinberg et al,

2009). Ambas siguen un patron mendeliano de herencia autosémica recesiva.
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Cuando se compararon los individuos HbAS con los HbAC se observaron diferencias
significativas en todos los parametros. La misma consideracién sobre la posible
influencia de la ferropenia y/o a-talasemia asociadas en estas diferencias que se hizo
en la comparacion de portadores versus controles sanos fue hecha en este estudio. La
influencia de la ferropenia parecié tener mayor impacto en estas diferencias que la
coexistencia de a-talasemia, ya que varios pardmetros perdieron su significacion
estadistica cuando los casos de Hb variante y ferropenia fueron excluidos del andlisis,
al contrario de lo que ocurrid cuando sélo se excluyeron los casos de Hb variante y a-

talasemia asociada (tabla 4, articulo 3).

Ademas, con el fin de evaluar el impacto exacto que tiene el tipo de cadena de B-
globina en los parametros hematoldgicos, se compararon los casos de Hb Sy Hb C que
no tenian ni ferropenia ni a-talasemia. En este caso, se observaron diferencias
significativas Unicamente en pardametros relacionados con el tamafio celular y la
concentracion de Hb (tanto indices corpusculares como poblaciones eritrocitarias). Por
ejemplo, en los portadores de Hb S se encontraron valores normales de VCM (87.39 fl)
mientras que los portadores de Hb C presentaron una leve microcitosis (descenso del
VCM) (82.62 fl, p<0.001), y la misma tendencia se observé en el %MICRO (1.32% vs
3.81 respectivamente, p=0.003). Por otro lado, los portadores de Hb C presentaron un
mayor grado de hipercromia, con valores mas elevados tanto de CHCM (35.68 g/dl vs
33.69 g/dl, p<0.001) como del %HIPER (3.65% vs 1.03%, p=0.002) que los portadores
de Hb S. El cociente M/H fue mucho mayor en individuos HbAC (19.69 vs 4.83,
p<0.001), algo esperable ya que el numerador del cociente (%MICRO) es mayor en este
grupo mientras que el denominador (%HIPO) es menor en comparacion con
portadores de Hb S.
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Es un hecho conocido y demostrado por varios autores que la actividad del
cotransportador K*:Cl" de los hematies de individuos HbSS, HbCC y HbSC esta
aumentada en comparacion a individuos HbAA, dando lugar a hematies anormalmente
densos, ya que la salida de K* y CI' no se compensa con entrada de Na* o intercambio
Na*/H* en dichos hematies (Ballas et al, 1987). En el caso de sujetos heterocigotos para
estas Hb variantes, HbAS y HbAC, también se ha observado este fendmeno pero con
una menor intensidad (Brugnara et al, 1987). El fragmento N-terminal de la proteina
banda 3 de la membrana del hematie posee una carga muy negativa, y se une al sitio
del 2,3-DPG de la Hb (Walder et al, 1984). Dado que los residuos de acido glutamico
situados en las posiciones 6y B7 (situados cerca del bolsillo del 2,3-DPG) son las
Unicas cargas negativas situadas cerca del extremo N-terminal de la cadena 3 (que es
el que interactua con el dominio citopldsmico de la banda 3), se ha sugerido la
hipdtesis de que la pérdida de una carga negativa y la adiciéon de una o dos cargas
positivas podria potenciar la unién de la cadena B de la Hb a la proteina banda 3 de la
membrana (Olivieri et al, 1992). Esto explicaria por qué la actividad del
cotransportador K*:Cl" de los hematies HbAS y HbAC esta aumentada en comparacion a
otras hemoglobinopatias estructurales (Olivieri et al, 1992). Los hematies HbAC son
aun mas densos que los hematies HbAS, y esto podria estar motivado por una mayor
actividad del cotransportador K*:Cl en los hematies HbAC, ya que la lisina (el
aminodcido que sustituye al glutamato en la Hb C) estd mas positivamente cargada
gue la valina (el aminodcido que sustituye al glutamato en la Hb S) y la unién de su Hb

a la banda 3 estaria, por tanto, ain mas aumentada.

A pesar de que se han estudiado las diferencias en parametros hematoldgicos entre
individuos HbAS y controles normales por un lado, y también entre individuos HbAC y
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controles normales por otro, apenas existen datos en la literatura sobre las diferencias
en dichos parametros entre sujetos HbAS y HbAC. Existe Unicamente un trabajo en el
gue se describen las diferencias entre ambas hemoglobinopatias y, en dicho estudio, el
Unico pardmetro analizado fue el VCM, que fue ligeramente inferior en los portadores
de Hb C (Sheehan et al, 1983). En el mencionado estudio no se hace mencidn al posible
motivo de esta leve microcitosis que presentan los individuos HbAC. Se sabe que el
contenido de agua en los hematies HbAC esta disminuido por las ya mencionadas
alteraciones que se producen en los cotransportadores idénicos de su membrana, y
probablemente esta pérdida de agua sea mayor que la producida en los hematies

HbAS contribuyendo asi a su menor tamario.

En cuanto a la capacidad discriminatoria de los pardmetros estudiados para diferenciar
entre portadores de Hb Sy Hb C, hubo 5 que presentaron un drea bajo la curva
adecuada para tal fin (se considerd que, como minimo, debia ser de 0.7). Estos
parametros fueron el VCM, la CHCM, el %MICRO, el %HIPER y el cociente M/H. El
analisis de la curva ROC mostré que el %HIPER fue el pardmetro con mayor poder de
discriminacion entre estas dos entidades (ABC 0.842), seguido por el M/H (ABC 0.839)
y la CHCM (ABC 0.833). Estos tres parametros hacen referencia directa (%HIPER,
CHCM) e indirecta (M/H) a la cromia del hematie, demostrando asi que las principales
diferencias (aunque no las Unicas) entre hematies HbAS y HbAC estan relacionadas con
la concentracién de Hb por los ya comentados cambios fisiopatoldgicos de estos

individuos.

Coexistencia de a-talasemia
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Aproximadamente un tercio de los casos de anemia falciforme o hemoglobinopatia S
homocigota presentan ademads una a-talasemia, que se casi siempre se produce por la

delecion -a3’ (Steinberg et al, 1986).

La coexistencia de a-talasemia en individuos HbSS tiene como consecuencia una
disminucion de la concentracién de Hb S intraeritrocitaria en los hematies maduros y
una menor severidad de la anemia hemolitica de estos pacientes (Embury et al, 1982).
Por tanto, dadas las implicaciones clinicas tan importantes que tiene esta asociacién
(modula la gravedad del cuadro clinico de los homocigotos), es muy importante poder
identificar a este subgrupo de portadores. El motivo es doble: por un lado el consejo
genético es diferente y podemos predecir un grado menor de severidad, y por otro
lado puede ser necesario hacer no sélo pruebas diagndsticas a nivel de proteina (HPLC,

electroforesis capilar) sino también estudios moleculares.

En el caso de los portadores HbAS (Ataulfo Gonzdlez et al, 2005; Wambua et al, 2006;
Guvenc et al, 2012) o HbAC (Liebhaber et al, 1988; Couto et al, 2003; Silva et al, 2002)
gue presentan ademas una a-talasemia, el porcentaje de Hb variante disminuye de
forma significativa, y esta disminucién es proporcional a la severidad de la a-talasemia
(es decir, al numero de genes a delecionados) (Atatlfo Gonzdlez et al, 2005; Head et
al, 2004; Embury et al, 1982). Este fendmeno tiene su explicacién en la diferencia de
cargas de las cadenas de B-globina, las cuales van a competir entre ellas para unirse a
las cadenas de a-globina (cuya sintesis esta disminuida) disponibles durante el
ensamblaje del tetrdmero de Hb. La afinidad de las cadenas B” por las cadenas de a-

globina (cargadas positivamente) es mayor que la de B¢y B° (que presentan ganancia
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de carga positiva respecto a las cadenas B* por el cambio de aminoécido que se

produce en ambas) (Head et al, 2004; Abraham et al, 1977; Shaeffer et al, 1978).

Ademas, la asociacién de a-talasemia y hemoglobinopatia estructural produce una
disminucion del VCM y la HCM en los portadores de ambos defectos, y se observa una
fuerte correlacién entre el nimero de genes alfa delecionados y el grado de
microcitosis e hipocromia (Ataulfo Gonzdlez et al, 2005). Los resultados de esta tesis
en cuanto a los parametros hematimétricos de individuos en los que estas 2
hemoglobinopatias coexisten son similares a los publicados. Se observé que, en los
portadores de Hb S y a-talasemia, el recuento total de hematies fue significativamente
superior y que presentaron mayor microcitosis, hipocromia y anisocitosis (tabla 6,
articulo 3). El mismo efecto se observé en aquellos portadores de Hb C que ademas
tenian una a-talasemia, con la excepcion del nimero total de hematies (tabla 7,
articulo 3). La novedad que presenta esta tesis respecto a trabajos previamente

publicados es la inclusién de las poblaciones eritrocitarias en este analisis.

2. Temas transversales y consideraciones generales

En este Ultimo apartado de la discusidon se comentan algunos asuntos relevantes que,
por no tener relacién directa con los objetivos fundamentales de los articulos que

componen esta tesis, no han podido ser discutidos hasta ahora.

2. 1. Estrategias de cribado de hemoglobinopatias
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La prevencion de la aparicion de hemoglobinopatias severas en el total de la poblaciéon
de cualquier pais requiere un programa bien disefiado para establecer la epidemiologia
de estas patologias y para educar tanto a los profesionales sanitarios como a la
poblacién general creando conciencia del riesgo genético que supone ser portador
(Fucharoen et al, 2012). Un programa de estas caracteristicas debe tener dos pilares
fundamentales. En primer lugar, ofrecer a los pacientes el mejor tratamiento posible
para mejorar su calidad de vida. En segundo lugar, prevenir la aparicién de nuevos
casos, lo que incluye campafias informativas, screening de portadores, consejo

genético y diagndstico prenatal para parejas en riesgo.

Los programas de cribado tienen como objetivo la deteccidn y el tratamiento
temprano de hemoglobinopatias en la etapa presintomatica, con el propdsito de que
ello conlleve una mejoria en el prondstico de la afeccion en relacién con el tratamiento
efectuado después del diagndstico habitual.

Respecto al momento de realizar el cribado, existen dos tipos fundamentales: prenatal
o antenatal, y neonatal.

En varios paises de la cuenca mediterranea se implantaron hace afios programas de
screening y prevencion primaria, fundamentalmente para la B-talasemia homocigota
(Amato et al, 2013; Cao et al, 2013; Loukopoulos, 2011; Lena-Russo et al, 1996;
Angastiniotis et al, 1981; Koren et al, 2009; Tarazi et al, 2007; Canatan et al, 2013; El-
Beshlawy et al, 2009). Gracias a estas medidas, la incidencia de esta enfermedad se ha
reducido sustancialmente, siendo esta reduccién de hasta el 90% en algunas areas.

El panorama actual de las hemoglobinopatias ha cambiado drasticamente en las
ultimas décadas, con presencia de portadores asintomaticos en todo el mundo. Este
aumento de la incidencia en zonas geograficas no endémicas se debe
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fundamentalmente a la inmigraciéon, pero no Unicamente a este motivo. Los programas
de prevencidn primaria, que habitualmente si se llevan a cabo en las zonas endémicas
de hemoglobinopatias, aun no han sido desarrollados e introducidos en los sistemas de
salud de la gran mayoria de paises desarrollados (Giordano et al, 2014).

En los ultimos diez afios, las hemoglobinopatias se han incluido en el programa de
screening neonatal en algunos paises del norte de Europa y en Estados Unidos y como
experimentos piloto en algunos paises africanos y sudamericanos (Bouva et al, 2010;
Hoppe, 2011; Streetly et al, 2010; Thuret et al, 2010; Bain, 2009). Estrictamente
hablando, no es imprescindible diagnosticar ni la talasemia mayor ni la anemia
drepanocitica de forma urgente en el nacimiento, ya que los neonatos afectados por
estas dos enfermedades permanecen asintomaticos unos meses hasta que desaparece
la Hb F. A pesar de esto, gracias al diagndstico precoz, el screening neonatal permite
que la prevencidn secundaria se empiece a tiempo aproximadamente 6 meses después
del nacimiento. Durante los primeros 6 meses se confirma el diagndstico mediante el
genotipo, se hace una correlacién genotipo/fenotipo asi como una estimacién del
prondstico, y se puede escoger el mejor tratamiento de soporte que ofrecer al
paciente cuando los sintomas comiencen. En ese mismo periodo, los padres reciben
consejo en un centro especializado y pueden ser capaces de tomar decisiones respecto
a un posible siguiente embarazo. El beneficio de este tipo de programas consiste en la
reduccion de la mortalidad de estos pacientes durante los primeros afios, cuando se
pueden producir complicaciones agudas fatales en pacientes aun no diagnosticados.
Este beneficio obtenido lleva consigo un aumento de gasto, que ya es considerable en

este tipo de pacientes y se estima que puede ser de aproximadamente 2 millones de
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ddlares americanos por paciente medio tratado en paises desarrollados (Koren et al,
2014).

Por el contrario, si el cribado es prenatal, se puede hacer una prevencién primaria, y
las parejas en riesgo de tener un hijo con enfermedad falciforme (ambos portadores)
pueden adoptar distintas medidas para evitar tener descendencia con dicha patologia.
Algunas de estas medidas (cambiar de pareja, no tener hijos, inseminacion artificial de
donantes no portadores, adopcion) no son tan habituales, y la mayoria prefiere el
diagndstico genético preimplantacional e interrupcién del embarazo en caso de
confirmarse el diagndstico. Por tanto, para familias que deseen evitar el nacimiento de
un hijo con enfermedad el cribado antenatal es una estrategia mas eficaz que el
cribado neonatal, el cual es mucho menos efectivo para la prevenciéon primaria y se
centra sobre todo en la prevencién secundaria.

Ademads del momento en que se realiza el screening, la pregunta principal alrededor de
la cual gira todo el debate sobre el cribado de hemoglobinopatias es si dicho cribado
debe hacerse sistematicamente de forma universal o bien de forma selectiva en
poblaciones de riesgo (Panepinto et al, 2000; Joiner, 2000). Existen argumentos a favor
y en contra de ambas opciones. Entre las principales ventajas del cribado selectivo esta
fundamentalmente la de su menor coste. Por el contrario, el cribado universal es mas
costoso, aunque, si hablamos en términos de coste-efectividad, cuanto mayor sea la
prevalencia de hemoglobinopatias, esta relacién se va haciendo cada vez mas
favorable.

Una de las principales desventajas del cribado selectivo es que pueden quedarse casos
sin diagnosticar, y esta pérdida de casos serd mayor cuanto mas elevada sea la

prevalencia de la enfermedad (Ruano Ravina et al, 2006). Por otro lado, el hecho de
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utilizar exclusivamente criterios econdmicos para decidir si una estrategia local de
cribado debe ser universal o selectiva no es equitativo, ya que los neonatos en riesgo
de las zonas de baja prevalencia tendrian una menor cobertura por el cribado de la que
recibirian en un area de alta prevalencia (Zeuner et al, 1999).

Se estima que para una prevalencia de portadores de Hb S de, al menos, 16 por mil, no
hay diferencias significativas de coste entre una estrategia de cribado universal y una
estrategia de cribado selectivo (Bencaiova et al, 2015).

En la Unién Europea, cuatro paises en los que hay una elevada prevalencia de
hemoglobinopatias han adoptado una estrategia de cribado neonatal universal para
detectar hemoglobinopatias estructurales (Inglaterra, Francia, Bélgica y Holanda)
(Bencaiova et al, 2015). Portugal, en cambio, ha optado por el cribado universal
antenatal.

En cuanto al cribado de hemoglobinopatias en Espana, desde el afio 2003 se realiza un
programa de cribado neonatal para detectar recién nacidos con anemia falciforme, con
el fin de intentar disminuir la morbimortalidad de estos nifios mediante la instauracién
de un tratamiento profilactico con penicilina, la vacunacién contra gérmenes
encapsulados y el tratamiento temprano de sus complicaciones. Se asesora
genéticamente a las parejas portadoras y se les ofrece un diagndstico prenatal (Ropero

et al, 2009).

Uno de los requisitos para realizar un programa de cribado es que la enfermedad o
condicidn susceptible de ser cribada sea mas o menos prevalente en la regién
geografica o en los grupos etarios que se deseen cribar. En nuestro pais hay una gran
heterogeneidad en cuanto al nimero de inmigrantes de las diferentes comunidades
auténomas, siendo Madrid, Cataluiay, en general, todo el Levante y Andalucia las
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zonas con mayor prevalencia. Por el contrario, el norte y noroeste son las zonas en
donde hay menos portadores de hemoglobinopatias y donde ademads se dan los
menores aumentos (aunque también los hay) en los flujos migratorios.

Gonzdlez de Dios postula que parece razonable establecer en Espafia una estrategia de
cribado universal de anemia falciforme (no de talasemias u otras hemoglobinopatias)
en las comunidades con prevalencia alta de poblacion de riesgo (extranjeros de raza
negra o mulatos, fundamentalmente subsaharianos), y un cribado selectivo en las
comunidades con poca poblacidn de riesgo (modificable a partir de los flujos de
inmigracion de las comunidades auténomas) (Gonzdlez de Dios, 2007).

Dos estudios espafioles realizados en comunidades con una prevalencia alta de
poblaciéon de riesgo, establecen conclusiones diferentes: por un lado, el estudio
realizado en Catalufia (Mafiu Pereira et al, 2006) sigue abogando por un cribado
selectivo en la poblacién de riesgo, mientras que el estudio realizado en la Comunidad
de Madrid (Joyanes et al, 2006) apoya el cribado universal.

La contribucidn de esta tesis al mencionado debate consiste en la posibilidad de
incorporar no sélo alguno de los indices corpusculares del hemograma para identificar
posibles portadores, sino de aplicar modelos estadisticos basados en parametros del
hemograma capaces de predecir con gran fiabilidad si una muestra es portadora de un
defecto de la Hb. Es decir, si estos resultados se confirman y validan en estudios
futuros, se podrian sentar las bases para la implantacion de una estrategia de

screening prenatal universal de estas patologias sin ninglin sobrecoste.

2.2. Epidemiologia en Madrid
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De forma paralela a la realizacién de los estudios que conforman esta tesis, en el afio
2013 se llevé a cabo un pequefio estudio en el Laboratorio Central de la Comunidad de
Madrid para intentar estimar la prevalencia de hemoglobinopatias estructurales en
dicha comunidad auténoma (Velasco-Rodriguez et al, 2013). En este laboratorio se
procesan muestras de 6 hospitales pertenecientes a 5 dreas de salud de la Comunidad
de Madrid: drea 1 [Hospital Infanta Leonor (Vallecas) y Hospital del Sureste (Arganda)],
area 2 [Hospital del Henares (Coslada)], drea 5 [Hospital Infanta Sofia (San Sebastian de
los Reyes)], area 10 [Hospital Infanta Cristina (Parla)] y area 11 [Hospital del Tajo
(Aranjuez)]. Se estudiaron todas las Hb variantes detectadas en el mencionado
laboratorio entre octubre 2012 y abril 2013 gracias a la alarma proporcionada durante
la determinacion de Hb Aic mediante HPLC. De un total de 80819 pacientes a los que
se realizd determinacién de Hb Aic durante ese periodo, 159 de ellos presentaron una
Hb variante, lo que arrojé una prevalencia estimada de 1,96 por mil. Cuando se
analizaron los datos por areas sanitarias, la prevalencia estimada en cada una de ellas
fue de 1,56 por mil en el area 1, de 0,54 por mil en el area 2, de 2,03 por mil en el
area 5, de 4,11 por mil en el drea 10 y de 2,16 por mil en el drea 11. De estos
resultados, llama la atencidn la elevada prevalencia estimada en la zona de Parlay
alrededores en comparacion a las otras cuatro areas sanitarias. Segun datos publicados
por la Conserjeria de Asuntos Sociales de la Comunidad de Madrid en su informe de
2013, Parla era el municipio madrilefio con un mayor porcentaje de poblacidon
extranjera (un 25,87%), datos que ilustran el mencionado aumento de prevalencia de

estas patologias en las ultimas décadas debido a las corrientes migratorias.
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2.3. Posible intervencion desde el laboratorio en Atencion Primaria

Los resultados de esta tesis podrian servir como punto de partida hacia una
intervencién proactiva del hematélogo o facultativo responsable del laboratorio

orientada a Atencién Primaria.

Una de las posibles estrategias que se pueden adoptar en el laboratorio para
identificar portadores de hemoglobinopatia estructural consiste en incorporar a la
rutina de trabajo la revisién diaria sistematica de todos los estudios de Hb Aic. Esto nos
permitiria, sin ningln sobrecoste, identificar muestras de pacientes que presenten
fracciones anormales de Hb en el cromatograma del estudio por HPLC. La mayor
limitacion de esta estrategia probablemente sea el hecho de que su aplicaciéon esta

restringida a los pacientes diabéticos.

Al contrario que la determinacién de Hb Aic, el hemograma se realiza en todos los
pacientes sin restricciones derivadas de la patologia de base que padezcan, por lo que
el screening de portadores basado en pardmetros hematimétricos podria aplicarse de
forma universal a toda la poblacién. Un score predictivo como el desarrollado en este
trabajo no afiade coste alguno a la determinacion del hemograma. Ademas, podria ser
implementado por los fabricantes de los analizadores hematolégicos para los que este
modelo sea validado, de forma que se calcule automdaticamente para cada muestra 'y
se genere una alarma que el facultativo vea al validar el hemograma. De esta forma, la
muestra “sospechosa” de tener una hemoglobinopatia se reservaria para realizar, en
un segundo tiempo, las técnicas diagndsticas correspondientes. Una vez identificado el
tipo de hemoglobinopatia, el facultativo responsable del laboratorio se pondria en

contacto con el médico de Atencion Primaria que pidio el hemograma, quien, a su vez,
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contactaria con el paciente para derivarle a una consulta de Hematologia especializada

en Eritropatologia, donde recibiria el consejo genético adecuado.

Esta estrategia, a pesar de no producir sobrecostes con el método de cribado de
portadores, si generaria un mayor nimero de estudios de hemoglobinopatia en el
laboratorio de los que se realizan de forma rutinaria. Sin embargo, el consejo genético
a portadores que, en la mayoria de los casos, desconocen serlo, podria disminuir de
manera muy importante la aparicién de homocigotos y dobles heterocigotos. Si esto se
consigue, no solo se evitarian graves problemas de salud a las personas con
enfermedad sino que se podria evitar el enorme gasto en recursos sanitarios y

econdmicos que suponen estos pacientes.

Para ello, deberian realizarse estudios de coste-efectividad que definan si esta

estrategia podria aplicarse en la practica clinica diaria.

2.4. Eleccion de la tecnologia a utilizar para la realizacion del hemograma

Dado que existen en el mercado varios tipos de tecnologias en el campo de los
autoanalizadores hematoldgicos, cada una con sus puntos fuertes y también sus
debilidades, es imprescindible conocer las posibilidades y limitaciones del analizador o
analizadores que tengamos en nuestro laboratorio, para asegurarnos que los

resultados que ofrecemos son correctos.

Existen dos tipos fundamentales de tecnologia en el analisis de la serie roja que
realizan los contadores hematoldgicos: la impedancia y la difraccidn dptica. El principio

de impedancia en el recuento celular se basa en la deteccién y la medicién de cambios
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en la resistencia eléctrica producida por las células cuando atraviesan una apertura
pequeiia. Las células suspendidas en un diluyente conductor de la electricidad, como
solucion fisioldgica, se arrastran a través de una apertura (orificio) en un tubo de
vidrio. En la cdmara de recuento, o ensamblaje del transductor, se aplica la corriente
eléctrica de baja frecuencia entre un electrodo externo (suspendido en la diluciéon
celular) y uno interno (alojado dentro del tubo de apertura). La resistencia eléctrica
entre los dos electrodos, o laimpedancia en la corriente, se produce a medida que las
células atraviesan la apertura, que tiene sensores y produce pulsos de voltaje
medibles. Cuanto mayor es la diferencia de potencial, mayor es el volumen de la

célula.

En los sistemas de dispersién dptica (citdmetros de flujo) una masa de muestra
(centrada en forma hidrodindmica) se dirige por un canal de cuarzo que genera un
“flujo celular” (de una en una), sobre el que impacta la luz también “centrada”. A
medida que las células circulan por la “regidén sensora”, la luz impacta sobre ellas y se
interrumpe el flujo luminico unidireccional. La luz se dispersa en todas direcciones con
angulos de desvio relativos a las caracteristicas (densidad y tamafio) del cuerpo
golpeado. Se generan a su vez procesos de absorcion, difraccion y dispersion luminica,
gue se convierten en sefiales eléctricas por fotoelectrodos, y en angulos especificos.
Las senales digitalizadas, son procesadas por sistemas computerizados. La dispersion
frontal de luz (0°) se correlaciona con el volumen celular (tamafio), debido sobre todo
a la difraccidon de la luz. Por otro lado, la dispersion ortogonal o lateral de la luz (90°) es
consecuencia de la refraccion y reflexion luminica, provenientes de las estructuras mas

grandes presentes dentro de la célula (nucleo) y se correlaciona con el grado de
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“complejidad” de dichas estructuras. La ventaja que aportan los métodos de difraccién

es la medicidn de la cromia de forma directa ademas de la forma calculada.

La tecnologia de difraccion dptica ha permitido incorporar al andlisis hematimétrico los
eritrogramas de 9 poblaciones eritrocitarias basados en el volumen y en la
concentracion de hemoglobina. Estos eritrogramas tienen patrones tipicos de ciertas
patologias eritroides que permiten un diagndstico de presuncidn fiable a simple vista y,
ademas, nos proporcionan datos numéricos de la cantidad de hematies microciticos,
macrociticos, hipocrémicos e hipercromicos. Buena parte de los hallazgos de esta tesis
se han basado en estas poblaciones eritrocitarias y en la aportacién de las mismas al

diagnéstico diferencial de hemoglobinopatias.

Aunque los analizadores hematolégicos nos informan de numerosos parametros, no
todos tienen la misma utilidad. Hay que tener claro qué pardmetros nos pueden ser
utiles para la revision, cuales debemos informar al clinico y cudles no nos aportan

ninguna informacion relevante.
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CONCLUSIONES



1)

2)

3)

4)

5)

La hematimetria es una herramienta del laboratorio de hematologia que
proporciona informacién de gran utilidad para el diagndstico de presuncién de

hemoglobinopatias.

Existen diferencias significativas tanto en los parametros clasicos del
hemograma como en las poblaciones eritrocitarias basadas en el volumen y la
concentracion de hemoglobina entre los portadores de delta-beta talasemia
heterocigota, los portadores de beta talasemia heterocigota y pacientes con
déficit de hierro, y dichas diferencias permiten explicar las diferencias en la

fisiopatologia de estos tres grupos de pacientes.

El ADE es el parametro que mejor discrimina entre portadores de delta-beta
talasemia y los portadores de beta talasemia, de tal forma que si un individuo
con sospecha de talasemia presenta un ADE 217.35% el diagndstico mas

probable es delta-beta talasemia heterocigota.

Existe una fuerte correlacidn entre el porcentaje de Hb F y el grado de

anisocitosis en los portadores de delta-beta talasemia y beta talasemia.

Las diferencias en parametros del hemograma observadas en los hematies
maduros de portadores de delta-beta talasemia heterocigota, portadores de
beta talasemia heterocigota y pacientes con déficit de hierro también se
pueden observar en sus parametros reticulocitarios y, aunque dichos
pardmetros no son tan Utiles para discriminar entre estos grupos de pacientes,
si tienen una gran utilidad a la hora de entender mejor la fisiopatologia de estas

tres entidades.
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6) Es posible realizar un diagndstico de presuncién de que un individuo sea
portador de una hemoglobinopatia estructural a través de un score basado en
cuatro parametros del hemograma proporcionados por el analizador Advia
2120. Debe sospecharse la presencia de una variante de hemoglobina si se
cumplen tres o mas de los siguientes criterios: VCM <88.4 fl, ADE >13.4%,

%MICRO >0.8%, M/H >0.7.

6) Los hematies de sujetos portadores de Hb C son mas pequeiios y mds densos
gue los hematies de sujetos portadores de Hb S, siendo los pardmetros
relacionados con la concentracién de hemoglobina (CHCM y %HIPER) los que

mejor discriminan entre estos dos tipos de hemoglobinopatia estructural.
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