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PALABRAS CLAVE Resumen Las hemoglobinopatias constituyen los trastornos monogénicos mas frecuentes,
Hemoglobina O-Arab; sobre todo en determinadas razas y areas, por su efecto protector frente a la malaria. Los
Alfa-talasemia; cambios migratorios estan provocando un aumento de estas alteraciones en el mundo occiden-
Cromatografia liquida tal. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es el método de eleccion actual para la
de alta resolucién deteccion de hemoglobinopatias estructurales y cuantificacion de hemoglobina A; y fetal. Des-

cribimos un caso clinico donde se identifico una doble heterocigosis Hb O-Arab y a-talasemia tras
deteccion de microcitosis y una variante anémala de hemoglobina de menor valor del esperado,
destacando la idoneidad del estudio multidisciplinar de este tipo de enfermedades.
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KEYWORDS Diagnosis of a double heterozygous Hb O-Arab and a-thalassaemia after the detection
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High performance Abstract Haemoglobinopathies are the most frequent monogenic disorders, particularly in
liquid certain races and areas, because of their protective effect against malaria. Migratory chan-
chromotography ges are leading to an increase in these conditions in the western world. High Performance

Liquid Chromotography (HPLC) is nowadays a method of choice in detecting structural haemo-
globinopathies and in the quantification of foetal and haemoglobin (Hb) A;. A clinical case is
described in which a double heterozygous Hb O-Arab and «-thalassaemia was identified follo-
wing the detection of microcytosis and an anomalous haemoglobin variant, which was lower
than expected - highlighting the appropriateness of a multidisciplinary study for these types
of pathologies.
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Introduccion

Las hemoglobinopatias constituyen un grupo heterogéneo de
enfermedades hereditarias producidas por alteraciones de la
molécula de hemoglobina (Hb); constituyen los trastornos
monogénicos mas frecuentes, sobre todo en determinadas
razas y areas, debido en parte a su efecto protector frente
a la malaria'. ComUnmente se dividen en 2 tipos: hemoglo-
binopatias estructurales, por sintesis de una Hb anémala,
y talasemias, por disminucion o ausencia en la sintesis de
una cadena normal. Los cambios migratorios en los Ultimos
anos han provocado un aumento de estas alteraciones en el
mundo occidental®.

La Hb humana adulta es una mezcla de los subtipos HbA;
(«232) (normal > 90%), HbA; (a28,) (normal < 3,5%) y Hb fetal
(F) (a27y2) (normal < 1%). Hoy dia la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), utilizada para la medicion de la Hb
glucosilada (HbA;.) en el diagnédstico y control de la diabe-
tes mellitus, es el método de eleccion para la deteccion de
hemoglobinopatias estructurales y la cuantificacion de HbA,
y F3.

El gen de la « globina se localiza en el cromosoma 16
y cada individuo posee 2 cromosomas 16 (genotipo normal,
aa/aa). Las a-talasemias se deben a la falta de sintesis de
cadenas a, principalmente por delecion o pérdida de mate-
rial genético. La delecion mas frecuente en Espana, area
mediterranea y poblacion negra, es la que afecta a 3.7 kb de
ADN; la delecion de 4.2 kb es mas frecuente en el Sudeste
asiatico.

La Hb O-Arab (también conocida como Hb Egypt o Hb O-
Thrace) es una variante poco frecuente con funcionalidad
y estabilidad normales. Se debe a una mutaciéon puntual
de la cadena B, en el codon 121, donde la sustitucion del
aminodacido acido glutamico por lisina conlleva la sustitu-
cion de la base glicina por adenina (Glu>Lys; G>A). En el
cromatograma de HPLC ocupa un lugar superponible al de
la HbC. En estado heterocigoto no tiene repercusion cli-
nica, con un 38-43% de Hb anémala; el estado homocigoto
puede ser asintomatico, con hemolisis compensada, o puede
haber ictericia recurrente, anemia microcitica hipercromica
y esplenomegalia. Es relevante de cara al consejo genético
por su posible combinacion con HbS, que da lugar a una
forma severa de enfermedad falciforme. Ha sido descrita en
afroamericanos, en paises balcanicos, en Egipto, en gitanos
y en arabes”.

Material y métodos

Se presenta el caso clinico de una mujer de 37 afos, de raza
arabe, natural de Marruecos, a la que se solicito una primera
analitica general desde atencion primaria por sospecha de
embarazo. El analisis del hemograma fue realizado en el sis-
tema ADVIA 2120 (Siemens Diagnostics®). La deteccion de
la variante de hemoglobinopatia estructural fue llevado a
cabo con los sistemas ADAMS™ A;. HA-8160 y ADAMS™ A;.
HA-8180V (A. Menarini Diagnostics®). Se trata de sistemas
HPLC automatizados que usan cromatografia de intercambio
cationico de fase reversa para la separacion de la HbA;, F
y HbA; en programas de 4,2 min el primeroy 1,5 el segundo
(252 y 90seg respectivamente). La absorbancia del eluido
de Hb es cuantificada en una doble longitud de onda (415

y 500nm el primero, 420 y 500 nm el segundo). Los estu-
dios moleculares fueron llevados a cabo en laboratorios de
referencia, usando técnicas en la primera muestra PCR mul-
tiplex (a-Globin StripAssay™ Vienna Lab® —21 deleciones y
mutaciones— y B-Globin StripAssay MED™ Vienna Lab® —22
mutaciones—), y en una segunda muestra de amplificacion
por PCR mediante primers especificos de los exones 1,2y 3y
de las regiones intronicas adyacentes del gen de la cadena 8,
con secuenciacion del fragmento amplificado y visualizacion
de las secuencias mediante electroforesis capilar.

Los diversos analisis se han realizado tras obtener el con-
sentimiento informado de la paciente.

Resultados

En el hemograma destac6 Hb13,9g/dl, hematies
6,03 x 10%/ul, hematocrito 38,7%, VCM 64,3fL, CHM
23,1pg, CHCM 36g/dl y ADE 14%. Metabolismo férrico
normal: hierro 101 wg/dl (normal 60-180), ferritina 35
ng/ml (10-120), transferrina 321 mg/dl (200-360), indice
de saturacion de transferrina 22% (15-30). Sin datos de
hemdlisis: bilirrubina total 0,7 mg/dl (0,3-1,2), LDH 213
Ul/1 (0-247), haptoglobina 134 mg/dl (50-320), reticulocitos
manuales 1,2%. Al detectar microcitosis e hipocromia sin
datos de ferropenia se inicié estudio de posible talasemia.
En el frotis sanguineo Unicamente se observé una discreta
microcitosis e hipocromia, sin otros hallazgos morfoldgicos.
Al realizar la determinacion de HbA,; y F por HPLC se detecto
una variante anémala por el sistema ADAMS™ A;. HA-8160
en el modo talasemia, que comporta un 33,1% (figs. 1y 2).
Por el sistema ADAMS™ A;. HA-8180V de mayor resolucion
se detecté una banda anémala que se situd en la zona de
la HbC, y que cuantific6 como un 15,4% (fig. 3), lo que
justificaria la hipocromia; HbA;5,2% y F0,3%. Se solicito
estudio genético al centro de referencia de las cadenas o y
B, realizando técnicas de PCR multiplex, y concluyendo en
una sola delecion 3,7 Kb en la cadena « y patron normal en
el estudio de las 22 mutaciones disponibles de la cadena B
(incluyendo la correspondiente a la Hb C). Ante los resul-
tados discordantes en el estudio de la cadena B se envid
muestra a otro centro mas especializado, que procedio a
la amplificacion por PCR y secuenciacion del fragmento
amplificado, identificando la mutacion g 121 (Glu > Lys), en
estado heterocigoto, compatible con Hb O-Arab.

Discusion

En la provincia de Almeria, y segin datos del INE 2013, la
poblacion inmigrante supone el 20,8% del total (144.693 de
696.159 habitantes), la mayoria con origen en el Magreb
y Africa subsahariana. Debido a estos movimientos migra-
torios estamos asistiendo en nuestra area a enfermedad
hasta ahora muy poco frecuente en nuestro medio, como
es el caso de la Hb O-Arab, una variante poco habitual de
hemoglobina debida a una mutacion puntual de la cadena
B, descrita en afroamericanos, paises balcanicos, arabes y
egipcios.

Los sistemas HPLC se encuentran disponibles en todos los
laboratorios, puesto que se utilizan de forma sistematica
para el diagnoéstico y control de la diabetes mellitus con la
medicion de la HbA;.. Desde que en 1983 se adaptaron al
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HbF 00.3 %
HbA1c 05.3 %
HbA2 05.2 %
HbA1 06.1 %
HbVar +

Seg Area %

P1 008 180 00.7
P2 015 234 01.0
P3 F 021 133 00.3
P4 L-Alc 038 329 01.3
P5 s-Alc 067 1095 04.4
P6 A0 075 22808 56.5
P7 A2 205 2232 05.5
P8 sic w 232 13355 33.1
Total 403666

Comentaro / Error:
Variant Hb

GAIN1 “0.32”

GAIN2 “0.34”

Figura 1
cuantificada en la ventana S/C, pico 8, como un 33,1%.

diagndstico de hemoglobinopatias®, estos sistemas ofrecen
un método rapido, simple, asequible y fiable, altamente efi-
caz en la deteccion de hemoglobinopatias. Se han descrito
un nimero significativo de dichas variantes que interfie-
ren en la cuantificacion de la HbA°. Con los equipos
ADAMS™ A;. HA-8160 y HA-8180 (A. Menarini Diagnostics®)

HbF 00.4 %
HbA1c 05.3 %
HbA2 02.7 %
HbAT 06.2 %
HbVar _
Seg Area %

P1 008 158 00.8
P2 015 181 01.1
P3 F 022 64 00.3
P4 L-Alc 039 337 01.8
P5 s-Alc 069 812 04.3
P6 A0 074 17199  89.1
P7 A2 205 558 02.9
Total 19309

Figura 2

60 120 180 240

Variante andmala de Hb detectada por el sistema ADAMS™ A;. HA- 8160 (A. Menarini Diagnostics®) en el modo talasemia

las variantes de HbS y C, o aquellas que se movilizan a sus
zonas, como en nuestro caso la O-Arab en lazona de laHb C,
no afectan a la medicion de HbA. y son explicitamente iden-
tificadas y correctamente cuantificadas’. Se ha descrito que
con el sistema Bio-Rad Variant II® es posible distinguir la
Hb O-Arab de la Hb C por la presencia de un pico previo a la

GAIN1 “0.68”

GAIN2 “0.63”

|

60 120 180 240

Cromatograma normal por el sistema ADAMS™ A;. HA-8160 (A. Menarini Diagnostics®).
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HbF 00.2 %
17 mOD 346 mOD
HbA1c 05.4 %
HbVar + {
Seg Area % ]
P1 006 573 01.7
P2 F 009 11 00.2
P3 L-A1c 012 400 01.2
P4 s-Alc 019 1702 05.1
P5 AO 038 30636 66 .3 |
P6 049 500 01.1 |
P7 058 5177 1.2
P8 c 066 7122 15.4
Total 46221
] s-Alc
30 60
Figura3  El sistema ADAMS™ A;. HA-8180 (A. Menarini Diagnostics®) detecta una banda anémala que se sit(ia en la zona de la Hb

C y que cuantifica como un 15,4%, pico 8 (Hb O-Arab). Adviértase el pico presente antes de la banda andémala.

banda anémala®. Con el sistema ADAMS™ A,. HA-8180 igual-
mente se puede observar un pico anterior a la banda de
la Hb O-Arab (figs. 3 y 4), lo que también haria posible la
distincion entre ambas hemoglobinas.

Una caracteristica importante es que, al contrario que los
métodos de electroforesis en gel, los sistemas HPLC ofrecen
una cuantificacion precisa de la cantidad de HbA; y F, datos

que proporcionan el diagnostico de B y 3p talasemias. Por
otro lado, la movilidad de las variantes estructurales de Hb
expresa un tiempo de retencion constante y reproducible,
facilitando su interpretacion. Junto con los indices hemati-
métricos y un test de falciformacion se puede caracterizar
la hemoglobinopatia mas frecuente y de mayor repercu-
sion clinica, como es la HbS. Sin embargo, la identificacion

HbF 02.4 %
HbA1G 04.8 % 14 mOD 493 mOD
HbVar +

Seg Area %
P1 005 791 02.9
P2 F 009 1118 02.4
P3 L-A1c 011 379 01.4
P4 s-Alc 019 1341 04.9
P5 AO 039 25147 53.7
P6 053 360 00.8
P7 059 544  01.2
P8 c 066 17127 36.6
Total 46807

T 30 760

Figura 4

El sistema ADAMS™ A;. HA-8180 (A. Menarini Diagnostics®) detecta una banda anémala identificada como Hb C, cuan-

tificada como un 36,6%. Adviértase la ausencia del pico antes de la banda, como ocurre con la Hb O-Arab de la figura 3.
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definitiva de las variantes anémalas requiere de técnicas
moleculares®.

Si bien la asociacion de Hb O-Arab con Hb S es causante de
una forma grave de enfermedad drepanocitica, la asociacion
con a-talasemia heterocigota conlleva Unicamente la apari-
cion de microcitosis. La a-talasemia es muy frecuente en
el area mediterranea y en la poblacion africana. Dado que
las hemoglobinopatias estructurales mas frecuentes (HbS,
Hb C, Hb E, Hb D, Hb O-Arab, defectos de la cadena B) y la a-
talasemia se localizan en cromosomas distintos, se heredan
de forma independiente. Cuando ambos defectos se aso-
cian en una doble heterocigosidad se dispone de un menor
nimero de cadenas « para unirse a las cadenas § normal y
anomala; en estos casos las cadenas a que quedan se uni-
ran preferentemente a la cadena B normal, lo que reduce
el porcentaje de Hb anémala. De ahi que, como en nuestro
caso, la asociacion de a-talasemia puede llevar a un nivel
anormalmente bajo de la Hb variante, lo que puede sospe-
charse si existe microcitosis. Por otro lado, la a-talasemia
no muestra caracteristicas especificas en la HPLC.

Como en nuestro caso, la elevacion de HbA; por encima
del 3,5% por HPLC se considera falseada en presencia de
variantes de hemoglobina®°. En este sentido es importante
tener en cuenta que el hallazgo de microcitosis no debe
conllevar un diagndstico erroneo de B-talasemia, sino que
debe investigarse la asociacion con «-talasemia, mas adn
cuando existe un nivel anormalmente bajo de la variante de
hemoglobina, como se ha descrito previamente.

En resumen, hoy en dia con los movimientos migratorios
estamos atendiendo a poblacion portadora de hemoglobi-
nopatias hasta hace unos anos muy infrecuentes en nuestro
medio. Es por ello que nos vemos obligados a establecer
estrategias diagndsticas integradas y multidisciplinares para
su estudio’®, con la implicacién de distintas areas diag-
nosticas y clinicas, y que incluyan la interpretacion de los
cromatogramas ofrecidos por HPLC, la valoracion de los indi-
ces hematimétricos y la evaluacion clinica del paciente en
cuanto a origen, etnia y sintomatologia.
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