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RESUMEN

La alfa-talasemia es una de las anomalias genéticas de la hemoglobina
mas comunes y es debida a la produccion reducida o ausente de la cadena
subtropicales, incluyendo el Mediterraneo, Africa Subsahariana, Oriente
Medio y sudeste asiatico. Sin embargo, la migracion desde areas endé-
micas ha incrementado la frecuencia de talasemia en el norte y este de
Europa. Mayoritariamente la alfa-talasemia es debida a deleciones que
involucran uno o ambos genes de la alfa-globina y con menor frecuen-
cia, es causada por mutaciones no delecionales. Se han descrito un gran
numero de mutaciones responsables de alfa-talasemia cuya combinacion
da como resultado un amplio espectro de fenotipos hematologicos y clini-
cos. La forma mas grave de alfa-talasemia se debe a una ausencia de ex-
presién de los genes alfa denominada hidropesia fetal con hemoglobina
de Bart. La deteccion de portadores y el diagnéstico prenatal son proce-
dimientos de gran valor que identifican a parejas en riesgo de tener hijos
afectos. El estudio molecular facilita el diagndstico prenatal y contribuye
al diagnostico definitivo de portadores y pacientes.
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ABSTRACT

Alpha-thalassemia is one of the most common hemoglobin genetic ab-
normalities and is caused by the reduced or absent production of the al-
pha-globin chain. Thalassaemia was initially confined to the tropical and
subtropical regions, including the Mediterranean, Sub-Saharan Africa,
Middle East, and Southeast Asia. However, migration from endemic areas
have increased the frequencies of thalassaemia in Northern and Western
Europe. Alpha-thalassemia is caused most frequently by deletions involv-
ing one or both alpha-globin genes and less commonly by non-deletional
mutations. A large number of alpha-thalassemia mutations have been de-
scribed and their interaction results in the wide spectrum of hematological
and clinical phenotypes. The most severe form of alpha-thalassemia is a
condition with no expression of a-genes and is called hemoglobin Bart’s
hydrops fetalis syndrome. Carrier detection and prenatal diagnosis repre-
sent valuable procedures that identify couples at risk for having affected
children. Molecular studies facilitate prenatal diagnosis and definitive di-
agnosis of carriers and patients.

INTRODUCCION

Las talasemias son las enfermedades monogénicas
mas comunes en el mundo. Se caracterizan por una
disminucién en la sintesis de las cadenas polipeptidicas
de la molécula de hemoglobina (Hb). Las mas frecuen-
tes son la alfa-talasemia (o-tal) y beta-talasemia (p-tal)
donde disminuye la cadena alfa (o) y beta (B) respecti-
vamente (1).

Aunque la p-tal tiene una mayor significacion clini-
ca, la o-tal tiene una elevada frecuencia (superior al
5 %) en regiones tropicales y subtropicales (Sudeste
Asiatico, Africa, Mediterraneo, Oriente Medio y sub-
continente indio). En algunas zonas de estas regiones
(Melanesia y Nepal) podemos encontrar frecuencias
que superan el 70-90 %. Ademas, se estima que el 5 %
de la poblacién mundial es portadora de alguna varian-
te de la alfa-globina (1,2).

La alta frecuencia de portadores en regiones tropica-
les y subtropicales (zonas prevalentes de malaria) se
debe a la ventaja selectiva de estos individuos frente a
la malaria severa, ya que las alteraciones en los genes
de la globina (incluida la a-tal) protegen de los estra-
gos de la infeccion por Plasmodium (3).

En las ultimas décadas, los flujos migratorios en
paises con alta prevalencia de hemoglobinopatias
(a-tal, p-tal y variantes estructurales como la HbS)
han supuesto un gran reto para los sistemas de sa-
lud y laboratorios clinicos, debido a la necesidad de
detectar a individuos portadores o afectos de estas
entidades y realizar un diagnéstico precoz (4). Un
ejemplo en paises de nuestro entorno es la implica-
cion del National Health Service (NHS) del Reino Uni-
do en la deteccion de portadores en los programas de
cribado de drepanocitosis y talasemia, programa que
se inicio en 2001 y que quedd completamente imple-
mentado en 2008 (5,6).

ESTRUCTURAY SINTESIS DE LA HB

La molécula de Hb es un tetrdamero formado por dos
pares de cadena de globina junto a un grupo hemo
unido a cada cadena. Dependiendo de la combinacion
entre los tipos de globina se dan lugar los diferentes
tipos de Hb.

Mas del 95 % de la Hb presente en el adulto y en
ninos mayores de 1 ano es HbA y estd formada por
dos cadenas o y dos cadenas f (a,p,). Los adultos tie-
nen un 2-3,5 % de HbA,, la cual estda compuesta por
dos cadenas o (como las de la HbA) y dos cadenas del-
ta () (a,0,). Las cadenas d y las B estan bajo un control
genético independiente (el gen & se expresa en mucha
menor cantidad, de ahi, su bajo porcentaje).

La Hb fetal (HbF) es el componente mayoritario de la
Hb del recién nacido. Posee dos cadenas o y dos cade-
nas y (en lugar de dos cadenas B) y se representa como
a,Y,. En el recién nacido, constituye el 70-90 % de la Hb
total; su concentracion disminuye al 2-3 % alrededor
del sexto mes de vida, quedando en la vida adulta una
cantidad que no supera el 1 %. La HbF esta adaptada al
ambiente materno-fetal y tiene una mayor afinidad por
el oxigeno que la HbA. Durante las primeras etapas de
gestacion, las Hb embrionarias Gower | (Ce,), Gower
Il (ae,) y Portland (C,y,) son las predominantes, pero a
partir del primer mes de gestacion, su expresion decae
a favor de la HbF

La expresion de cada una de las cadenas de globina
varia a lo largo del tiempo (Fig. 1), sintetizdndose dis-
tintos tipos de Hb segun las distintas etapas del desa-
rrollo (7). La cadena o forma parte de la mayoria de las
Hb (HbA, HbA,, HbF y Hb Gower ll), por tanto, su déficit
tiene consecuencias incluso durante el desarrollo em-
brionario y fetal. La ausencia total de cadenas a es in-
compatible con la vida, a diferencia del déficit de otras
cadenas de la Hb como la B (p-tal), donde la clinica
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Figura 1 - Sintesis de hemoglobina durante los distintos estadios del desarrollo.

en individuos afectos comienza durante el primer ano
de vida, cuando se realiza el cambio de HbF a HbA.

Los genes que codifican para las distintas cadenas
de Hb se encuentran agrupados en la superfamilia gé-
nica de las globinas. Concretamente, las familias géni-
cas de las globinas a y p estan formadas por distintos
genes (alfa, beta, gamma, delta, épsilon, zeta), cuyos
productos génicos estan involucrados en el transpor-
te del oxigeno durante el desarrollo del ser humano.
Ademas, también se han descrito tres pseudogenes
(WE, pa y yp).

Podemos clasificar los genes en dos familias génicas:
el grupo (o cluster) a y el grupo (o cluster) p. El gru-
po o se localiza en el brazo corto del cromosoma 16 y
contiene ademas de dos genes para la cadena o (HBA1
para a1y HBA2 para c.2), el gen de la cadena T (2). Los
genes HBA1 y HBA2 son practicamente idénticos,
aunque la tasa de transcripcion es mayor para el gen
HBAZ2 (8). El grupo B se localiza en el brazo corto del
cromosoma 11 e incluye a los genes de las cadenas ¢,
Gy, Ay, 6,y B (Fig. 2).

Los genes de ambos clusteres estan situados en el
orden en el cual van a ser expresados durante el de-
sarrollo. Este cambio de expresion temporal (globin
switching) va también acompanado del cambio de lo-
calizacion mayoritaria de la eritropoyesis (saco viteli-
no, entre la tercera y la octava semana de gestacion;
higado fetal desde la quinta semana hasta poco des-
pués del nacimiento; y médula dsea, en el adulto).

[Rev Med Lab 2021:2(3):100-108]

BASES MOLECULARES: NOMENCLATURA
Y GENOTIPOS

En un individuo no afecto, las cadenas o estan sin-
tetizadas por cuatro genes o con gran homologia de
secuencia (dos en cada copia del cromosoma 16, deno-
minados HBA2 y HBA1 o a2 y a1). Este genotipo se de-
nomina (a,0,/a,0,) 0 (ao/aa) donde nos encontramos
los cuatro genes alfa funcionantes.

Mas de 120 mutaciones han sido identificadas en la
o-talasemia. Las alteraciones mas frecuentes son las
resultantes de las deleciones de uno (-a) o ambos ge-
nes a (--) del cromosoma. Las mutaciones puntuales en
regiones criticas de a2 (a"°a) o a1 (aaNP) se denominan
“mutaciones no delecionales” o ND (non-deletional) y
se asocian normalmente a fenotipos clinicos mas seve-
ros, pero son mucho menos frecuentes (7).

Cuando la mutacién anula la expresion de ambos
genes o de un cromosoma, hablamos de o talasemia
(al-tal) y cuando anula la expresion de un solo gen alfa
(a2 0 a1) en homocigosis o heterocigosis, hablamos de
o talasemia (a*-tal). Por tanto, podemos realizar una
clasificacion de los genotipos de o-tal en funciéon del
numero de genes afectos y su posicion en el mismo
cromosoma o cromosoma homalogo:

— a*-tal delecional: (-o/00.), (-0/-0.). Debido a la elevada
homologia en los genes a2 y a1, ambos con un ta-
mano de 4 Kb, se pueden producir deleciones duran-
te la recombinacion homodloga de estos genes (9).



Estudio de la alfa-talasemia en el laboratorio clinico 103
genotipos-fenotipos de interés clinico y su abordaje diagndstico

Cromosoma 16
- "“\_h‘_

/
MCS-R1-4 HBZ

HBA2 HBA1
16p133 5 40—/ a—a 3’
HS-40 4 a2 al
Embrional Fetal Postnatal

(010 a]o. ajojgalol
£ BE XY

€ o0 OO
ﬂ HbF HbA2  HbA
IRL
HBE HBG2Y 1 HBD HBB
5 ~0000—7/—O-0O0—O-@— 3 11p154

BLCR e GyAy 3 B

Cromosoma 11

Figura 2 - Cluster de genes de la globina.

Las deleciones mas frecuentes son las de 3.7 Kb
0 4.2 Kb, denominadas 3.7 y 4.2 respectivamente
(Fig. 3). Estas deleciones causan la pérdida de ge-
nes a2 y hablamos de a*-tal en heterocigosis (-o/
aa) si hay pérdida de un gen a2 o a*-tal en homo-
cigosis (-o/-a) si hay pérdida de dos genes a2 en
trans (cada gen a2 en un cromosoma homaélogo).
a*-tal no delecional: (a"Pa/ o), (aNPa/ aMPa). Habla-
mos de a*-tal no delecional cuando se producen
mutaciones puntuales, pequehnas inserciones o
deleciones de nucleodtidos que afectan a regiones
criticas de la expresion de los genes .. Son mucho
menos frecuentes que las grandes deleciones, pero
estas alteraciones producen una menor expresion
de cadenas a. Suelen afectar a la estabilidad de las
cadenas o de su ARN mensajero, cursando con cli-
nica mas severa, especialmente las que afectan a
a2 (gen que mas se expresa en condiciones nor-
males). Estas mutaciones pueden afectar a un solo
gen (a1 o a2) produciendo la a*-tal no delecional
en heterocigosis (a"Pa/ aa). Si afecta a dos genes
a, hablamos de a*-tal no delecional en homocigo-
sis (aNPa/ oNPa), menos frecuente que la anterior.
Ejemplos de estas mutaciones no delecionales
son (7): o/Vs15" en poblacion mediterranea, mu-
taciones en regiones de poliadenilacion (a2A*
TAAG = g 2AATGAA -~ (1 2AATA-) an poblacién mediterranea
y Oriente Medio, mutaciones que afectan al co-
don de terminacién produciendo una elongaciéon

de la cadena (Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb
Koya Dora, Hb Seal Rock, Hb Pakse) en Oriente
Medio, Mediterraneo y sudeste asiatico y mutacio-
nes que causan variantes estructurales muy ines-
tables en la cadena a (Hb Quong Sze, Hb Adana,
Hb Agrinio, Hb Taybe). La informacion de estas
mutaciones no delecionales se puede encontrar
en la base de datos HbVar disponible en lared y en
continua actualizacion (10,11).

a’-tal delecional en heterocigosis: (/o). Se produ-
ce cuando hay una delecién en heterocigosis que
afecta a ambos genes 02 y a1, total o parcialmente
en cis (en el mismo cromosoma), implicando una
ausencia de expresién de ambas cadenas o por el
alelo implicado (--/aa) (Fig. 3). Las deleciones mas
frecuentes que implican a ambos genes son: (--S54/
aa), (-aa) y (-™/aa) en el sudeste asiatico y la
(--ME/aar) y (--2°5/ac) en determinadas regiones del
Mediterraneo (Turquia, Cerdena, Grecia y Chipre).

Otras deleciones muy infrecuentes se han encon-
trado en regiones reguladoras del cluster a sin
afectar a los genes a, pero con el mismo efecto, la
ausencia de expresion de cadenas .

a’-tal delecional en homocigosis: (--/--). Cuando la
delecion se encuentra en homocigosis (--/--), hay
ausencia de expresion de cadenas a y es incompa-
tible con la vida ya que las cadenas a forman parte
de las Hb predominantes en periodo embrionario,
fetal, neonatal y adulto.

[Rev Med Lab 2021:2(3):100-108]
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Figura 3 — Representacion esquemadtica de deleciones mas o* y o® mas frecuentes en el cluster o. (cromosoma 16).

Esta condicién clinica conlleva la muerte fetal in-
trauterina (23-38 semanas de gestacion) o a los
pocos dias del nacimiento (hidropesia fetal con
Hb de Bart) (hydrops fetalis), ademas de provocar
complicaciones en la gestante durante el embara-
zo (anemia severa, preeclampsia, polihidramnios).

DISTRIBUCION DE MUTACIONES

Es bastante conocida la distribucion y prevalencias
de portadores de talasemia en el mundo (1,12,13), en-
contrando las mayores prevalencias en regiones tropi-
cales y subtropicales, especialmente de a-tal.

En el continente africano, la mutacion mas prevalen-
te es la delecion 3.7 Kb (a*-tal) con un 5-40 % de porta-
dores, segun la region estudiada.

En el area del mediterrdneo, también encontramos
la delecién 3.7 Kb (a*-tal) con una prevalencia eleva-
da (5-15 %), aunque existen zonas con alta prevalencia
(5 %) de a’-tal (--VEP/aa) como Turquia, Cerdena, Grecia
y Chipre.

Oriente Medio tiene una prevalencia de la delecion
3.7 Kb (a*-tal) del 60 % y el subcontinente indio del 15-
80 % si incluimos la delecion 3.7 Kb (a*-tal) y la 4.2 Kb
(or-tal).

Por ultimo, el Sudeste Asiatico la a*-tal tiene una pre-
valencia del 5-15 % pero con zonas de alta prevalencia
de of-tal (--5¥/aa) (5 %).

[Rev Med Lab 2021:2(3):100-108]

Por tanto, cuando realizamos un estudio de a-tal es
importante disponer del origen étnico del paciente, ya
que el protocolo a seguir sera distinto si nos encontra-
mos ante un individuo procedente de una zona de alta
prevalencia de a*-tal o o-tal.

CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Debido a la alta distribucion en el mundo de o*-tal, la
delecion de un gen o (-o/aa) o a*-tal en heterocigosis,
es la alteraciéon que mas frecuentemente nos encon-
tramos en los analisis rutinarios de laboratorio en la
poblacion mediterranea. Los individuos afectos cursan
con una hemoglobina corpuscular media (HCM) y un
volumen corpuscular medio (VCM) discretamente re-
ducidos o dentro del limite inferior de normalidad y
son clinicamente silentes. Estos pardametros varian en
funcion del numero de genes alfa afectados, por tanto,
si cursan con a*-tal en homocigosis (-o/-a) o a’-tal en
heterocigosis (--/act), encontramos valores mas dismi-
nuidos de HCM y VCM.

Individuos con tres genes a delecionados (--/-a) v,
por tanto, con la sintesis de cadena o muy disminui-
da, cursan con anemia moderada en la mayoria de
los casos (enfermedad de la Hb H), aunque determi-
nados genotipos, de los cuales hablaremos poste-
riormente, pueden cursar con fenotipos clinicos mas
Severos.
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Por tanto, la mayoria de los individuos portadores de
a-tal (a excepcion de la enfermedad de la Hb H) son cli-
nicamente silentes. El diagndstico se realiza durante un
analisis rutinario en el que se evalua la serie roja o en
los programas de deteccién de portadores de hemoglo-
binopatias (en los paises donde incluyen el cribado por
la elevada prevalencia de hemoglobinopatias).

Enfermedad de la Hb H

Entidad clinica que se presenta en individuos dobles
heterocigotos que portan una delecion a® en un cro-
mosoma y una o* en el cromosoma homologo (-a/--).
Estos pacientes tienen un unico gen o funcionante y
expresan solo un 25 % de cadena a. Esta enfermedad
cursa con anemia moderada (Hb de 8-10 g/dL) y un
HCM y VCM marcadamente disminuidos.

El estudio de fracciones de Hb mediante electrofo-
resis capilar (EC), cromatografia liquida de alta efica-
cia (HPLC) y tincidon de sangre periférica con azul de
cresil brillante (14,15), nos permite detectar el exceso
de cadenas 3 que no puede interaccionar con cadenas
a. Este exceso de cadenas f§ libres produce la forma-
cion de tetrameros B (B,) denominados Hb H. Durante
el periodo neonatal, se forman tetrameros vy (y,) deno-
minados Hb de Bart. Los tetrameros tienen una elevada
afinidad por el oxigeno y son muy inestables, precipi-
tando y formando cuerpos de inclusion en los hema-
ties y produciendo diversos grados anemia hemolitica.

Estos pacientes no suelen requerir transfusiones y
a menudo presentan esplenomegalia que puede com-
plicarse con un hiperesplenismo. La ictericia puede
presentarse en diversos grados y los ninos pueden
presentar retardo en el crecimiento.

La presencia de mutaciones no delecionales severas
en ambos cromosomas, ya sean en homocigosis, do-
ble heterocigosis (aNPo/aNPa) o doble heterocigosis con
mutaciones delecionales o y no delecionales: (--/aNPa),
cursa con una anemia mas severa y con requerimien-
tos transfusionales (enfermedad de Hb H severa).

Como se puede observar, el origen étnico, la preva-
lencia en las distintas areas y los valores hematimé-
tricos son decisivos para el especialista de laboratorio
en el estudio de un tipo de mutacion u otro (a*, ).
Normalmente, las formas clinicamente relevantes in-
volucran una alteracién o talasemia coheredada con
una alteracion a* delecional o no delecional, cuyas en-
tidades clinicas son la enfermedad de Hb H (--/-a) o la
enfermedad de Hb H severa (--/aNPa.).

Hidropesia fetal con Hb de Bart

La presencia de dos mutaciones o’ producira la hi-
dropesia fetal con Hb de Bart (--/--) la cual es letal in-
trautero o a los pocos dias del nacimiento, de ahi la
importancia de detectar portadores de mutaciones en
los progenitores que puedan producir este genotipo.

IDENTIFICACION DE PORTADORES MEDIANTE
PRUEBAS HEMATOLOGICAS

Los portadores de a-tal cursan con microcitosis e hi-
pocromia, aunque en funcion de las mutaciones estos
parametros pueden variar. Los indices eritrocitarios
VCM y HCM son los mas utilizados para la deteccién
de portadores, siendo el HCM el pardmetro mas esta-
ble en el cribaje de talasemia. Es importante excluir la
ferropenia como posible causa de microcitosis.

En los portadores a* en heterocigosis (-o/aa), los
valores de HCM se solapan con los de individuos no
afectos en numerosas ocasiones. En los individuos a*
en homocigosis (-a/-a) y o® en heterocigosis (--/aa),
encontramos una microcitosis e hipocromia mas pro-
nunciada con valores de HCM entre 26-22 pg y 20-22
pg respectivamente (Tabla I). Resultados mas bajos de
HCM (alrededor de 18 pg) junto con anemia moderada
(8-10 g/dL) es caracteristico de individuos con enferme-
dad de HbH (--/-a) (16).

Ademas, para diferenciarlos de portadores de la en-
tidad clinica que afecta al gen beta (B-tal), se realiza un
estudio de fracciones de Hb por electroforesis capilar o
HPLC para cuantificar la HbA,, cuyo valor esta dentro
de la normalidad en la oty o talasemia (o entre 2,5-
3,5 %) y disminuida (< 2 %) en la enfermedad de HbH,
debido a la falta de expresion de cadenas o que forman
parte de la HbA, (a.0,). En el caso de la p-tal encontra-
mos una HbA, aumentada (> 3,5 %).

Por tanto, en ausencia de variantes estructurales de la
Hb que cursen con microcitosis, de § o delta beta talase-
mia (dB-tal) en heterocigosis y de deficiencia de hierro,

Tabla |

Parametros hematoldgicos en los portadores
de genotipos mas comunes de c-talasemia

Genotipo Sexo Hb (g/dL) VCM (fL) HCM (pg) HbA, (%)

+ DE + DE + DE = DE
-0 o H 144+09 754+48 254+21 25=+0,3
M 12,0 1,0
- 0¥ -a H 13,6 0,8 71,3+3,0 23,820 2,403
M 11,8+0,9
oNPo/ aa H 14,4+1,1 757+3,0 256+14 25+0,3
M 12,2 +0,8
--/ ao H+M 132+1,6 650+33 210+1,3 2,4+0,1
--/-a* H+M 10,3+08 61,0+4,0 190+1,0 <20
~/aNa  H+M 90+0,7 640+6,0 19010 <20

*Los sujetos con esos genotipos muestran una cantidad variable de HbH
(hasta el 30 %). Datos tomados de Galanello y Cao et al. (16). ND: non-de-
letional; H: hombre; M: mujer; Hb: hemoglobina; DE: desviacién estandar;
VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular media.

[Rev Med Lab 2021:2(3):100-108]
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se debe considerar el estado de portador de a-tal si
el HCM es menor de 27 pg (17). En los casos donde el
HCM sea inferior a 25 pg y el origen étnico sea de zonas
de alta prevalencia de a’-tal, hay que considerar la po-
sibilidad de heterocigosidad para mutaciones o°.

Los portadores de a*talasemia se detectan en nume-
rosos grupos étnicos y con frecuencias muy elevadas
(10-30 %) en determinadas regiones (Africa, sur de
Asia). Esta condicién no requiere confirmacion gené-
tica si el origen étnico del portador no se encuentra
dentro de las zonas de riesgo de a?, ya que la combina-
cion de a* talasemia con otras alteraciones a* o a® no
implican riesgo de hidropesia fetal con Hb de Bart en la
descendencia (18).

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Se dispone de métodos basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para detectar las muta-
ciones mas frecuentes en la a-tal. El método GAP-PCR,
usando cebadores que flanquean la zona de corte de
las deleciones, es uno de los mas empleados en el es-
tudio de deleciones a*-tal (delecion 3.7 Kb y 4.2 Kb) y
al-tal(--5%/aa), (--Yaa), (--"aa), (-VE/an) y (--205/aa).

En los sujetos en los que no se detecten las delecio-
nes anteriormente descritas, se deben estudiar otras
menos frecuentes o nuevas deleciones. En estos casos
es muy util la técnica MLPA (multiplex ligation-depen-
dent probe amplification), que dispone de numerosas
sondas que cubren el cluster alfa, incluyendo sus re-
giones reguladoras. Para el estudio de mutaciones
puntuales y pequenas inserciones o deleciones de nu-
cleotidos en la a-tal no delecional, se requiere la ampli-
ficacion y secuenciacion de los genes a (a1 y a2) (17).

CONSEJO GENETICO

El consejo genético en la o-tal es particularmente
importante en los casos donde ambos miembros de
la pareja sean portadores de deleciones o (--/ac) o
de la enfermedad de HbH (--/-a), ya que existe un ries-
go 1:4 (25 %) de tener un feto afecto de hidropesia fe-
tal con Hb de Bart (--/--). En estos casos, el diagnodstico
prenatal o preimplantacional esta indicado no solo por
la gravedad y la ausencia de un tratamiento efectivo
en los individuos afectos, sino también para prevenir
las complicaciones maternas durante el embarazo. Por
esta razon, las regiones con alta prevalencia de of-tal
o de otras hemoglobinopatias tienen implementados
programas de deteccién de portadores de esta condi-
cion (6,19,20).

En paises con programas de cribado de hemoglobino-
patias en el embarazo, si se detecta una gestante con un
HCM < 25 pg, HbA,< 3,5 % y con origen étnico de zonas
con alta prevalencia para a’-tal, se solicita un estudio a
la pareja (hemograma y fracciones de Hb para determi-
nar el porcentaje de HbA,). El estudio genético de a’-tal
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se realiza solo si ambos progenitores tienen riesgo de
o’ para confirmarlo y ademas detectar el tipo de altera-
cion a estudiar en el diagndstico prenatal (5,17).

Las parejas en las que un progenitor es portador de
una deleciéon o (--/aa) y el otro es portador de una mu-
tacion a* delecional (-a/aa) o no delecional (aNPa/a)
tienen un riesgo 1:4 (25 %) de tener un bebe afecto de
enfermedad de Hb H: (--/-a) o (-/aNPa). En este caso,
el diagnodstico prenatal no estad indicado ya que son
pacientes que cursan con anemia moderada y normal-
mente sin requerimientos transfusionales.

Desafortunadamente, aunque con baja frecuencia,
encontramos casos donde la interaccion de una dele-
cion o con determinadas mutaciones no delecionales
(--/aNPa) o la presencia en homocigosis de mutaciones
no delecionales (a"°a/aNPa) cursan con un sindrome
de enfermedad de Hb H severa/hidropesia fetal en cu-
yos casos habria que considerar el diagnostico prena-
tal (17) (Tabla Il).

Algunas de estas mutaciones no delecionales son
causantes de Hb inestables que precipitan en los he-
maties formando cuerpos de inclusién insolubles que
danan la membrana eritrocitaria. Dentro de las muta-
ciones no delecionales, podemos encontrar algunas
con gran severidad clinica, como las mutaciones en
la region de poliadenilacion (a2AATAAG, 2AATGAA & 2A-
ATA-) (21) que afectan a a2, o mutaciones que produ-
cen las variantes Hb Adana, Hb Agrinio, Hb Constant
Spring (Hb CS) y Hb Taybe.

Tabla Il

Genotipos e interaciones de a-tal

con indicacion de diagndéstico genético
prenatal o preimplantacional

Interaccion Desorden esperado Diagnéstico
genotipica prenatal
indicado
Homocigoto
Hidropesia fetal .
0 _tal (-/--
= con Hb de Bart =
ar-tal (-o/-) Sin clinica No
relevante
Posible sindrome
de enfermedad En
G ND ND,
Chall s de Hb H severa/ ocasiones®
hidropesia fetal
Heterocigoto compuesto
Enfermedad
0 _. +_ /-
al-tal/at-tal (--/-a) de la HbH No

ND: non-deletional. *Las alteraciones involucradas en fenotipos més
severos son: mutaciones en la region de poliadenilacion (ci2*4™6, g 2A4T6A
y a.2"™) que afectan a a2 o mutaciones que producen las variantes Hb
Adana, Hb Agrinio, Hb Constant Spring y Hb Taybe.
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Hb Constant Spring

Mutacion no delecional mas prevalente. La mutacion
(HBA2: ¢.427T>C) provoca la sustitucion de un codén
de terminacion (Term) por glutamina (GIn) en a2 (142,
Term>GIn, TAA>CAA), produciéndose una elongacion
de la cadena o (pasa a tener 172 aminoéacidos en vez de
141) (22).

El ARN mensajero de la Hb CS es muy inestable, lo
que dificulta su deteccion mediante electroforesis de
Hb o HPLC. Debido a su baja expresion, se observa un
porcentaje muy bajo de Hb CS (1-2 %) en los portado-
res.

Podemos encontrarla con una frecuencia del 5-10 %
en regiones con alta prevalencia de o’-tal (sudeste asia-
tico y China). Por tanto, en individuos de estas regiones
no es infrecuente detectar genotipos (--/aa). Median-
te el analisis de fracciones de Hb por HPLC, estos indi-
viduos tienen una imagen caracteristica con presencia
de Hb H y Hb CS (Fig. 4). Presentan un fenotipo clinico
severo con anemia severa y necesidades transfusio-
nales regulares (7). Por este motivo, se recomienda el
diagnéstico prenatal en progenitores portadores de es-
tas alteraciones (17).

Mutaciones en region PolyA (a2AATAAG, 2AATGAA
(X.ZAATA")

Las mutaciones en la regién PolyA de a2 corres-
ponden a sustituciones (AATAAAS>AATAAG [HBAZ2:
c.*94A>G]; AATAAA>AATGAA [HBA2: ¢.*92A>G]) o de-
leciones de dos nucleétidos (AATAAASAATA—[ HBA2:
¢.*93_%*94delAA]) en la region 3'UTR del gen o2. Esta
region es necesaria para el proceso de maduracién del
ARN mensajero y, por tanto, de la expresidon génica.

45.0

37.5-:
30.04
22.5-:

15.04
Hb CS

A2 = 13.60
- 4.9

> 2.51

4

Tiempo (min)

Figura 4 — HPLC de fracciones de hemoglobina de un paciente
con enfermedad de HbH severa portador de delecion o’ y de Hb
Constant Spring (--S54/0.a,) (Hb CS). La flecha con un tiempo de
retencion de 0,5 min indica los tetrameros 34 de Hb H (37 %) y
la flecha con un tiempo de retencion de 4,90 min indica la Hb
Constant Spring (0.,%5B,) (0,7 %).

Se ha encontrado una elevada prevalencia de estas
mutaciones en India (02*4™~), Arabia Saudi (a2/A™AG) y
Turquia (0224T6A%), L os dobles heterocigotos con af (--/
aPAq) pueden cursar con fenotipos clinicos muy se-
veros (enfermedad de Hb H con hidropesia fetal) (7,10).

Hb Adana

La presencia de la mutacion HBA2: ¢c.179G>A en el
coddn 59 del gen a2 produce un cambio del aminoaci-
do glicina (Gly) a acido aspartico (Asp). Este cambio de
aminoacido provoca una inestabilidad en la cadena que
produce la precipitacion de la Hb, hemdlisis y eritro-
poyesis ineficaz. La combinacion con deleciones o (--/
oAdanag) o su presencia en homocigosis (o293 /aAdanag),
puede producir fenotipos clinicos muy severos (23).

Se han detectado una prevalencia elevada de porta-
dores en Arabia Saudi (11,6 %), Indonesia (16 %) y Mala-
sia con datos variables segun las regiones (1-24 %) (7).

Hb Agrinio

La mutacion HBA2: ¢.89T>C es una sustitucion que
afecta al codon 29 (CTG>CCG) produciendo un cambio
de leucina (Leu) a prolina (Pro), lo que genera una Hb
muy inestable. Los individuos portadores de una dele-
cion o y de Hb Agrinio (--/oA9°q) cursan con formas
muy severas de enfermedad de Hb H (24). Se ha encon-
trado con relativa frecuencia en individuos de Grecia
con origen chipriota, zona de alto riesgo para o talase-
mia (--MEP /).

Hb Taybe

Se produce por una delecion de tres nucleodtidos en
el codon 38 o 39 del gen de la cadena a1 [HBA1: ¢.118_
120delACC], produciendo la pérdida de una treonina.
El resultado es la sintesis de una Hb muy inestable, ya
que afecta a la zona de contacto entre cadenas a.f3,.
La presencia de esta Hb en homocigosis (aa™"¢/ ao™-
be) (25) o en doble heterocigosis para Hb Taybe y PolyA
Q2RATAAG (g Tavbe/o AMTAAGG ) (26) produce fenotipos clini-
cos severos. Ambas alteraciones aparecen en poblacio-
nes de origen arabe.

CONCLUSIONES

En el estudio de las a-tal, el objetivo del profesional
de laboratorio es identificar portadores de o en hete-
rocigosis (--/aa) o individuos con enfermedad de HbH
(--/-a) mediante los parametros hematoldégicos (Hb,
HCM, HbA,), siempre teniendo en cuenta el origen
étnico (zonas de alta prevalencia de a’-tal). Las zonas
de alta prevalencia para o’ son: este del Mediterraneo
(Chipre, Grecia, Cerdena y Turquia) y sudeste asiatico

[Rev Med Lab 2021:2(3):100-108]

107



108

H. Lépez-Escribano y A. Hervas-Romero

(China, Hong Kong, Tailandia, Taiwan, Camboya, Laos,
Vietnam, Birmania, Singapur, Indonesia o Filipinas).

En el caso de estudios prenatales es muy importante
determinar la alteracion molecular en los portadores
para asi establecer un consejo genético adecuado. De-
pendiendo del tipo de mutaciones detectadas (delecio-
nales o no delecionales), el diagnostico prenatal esta
indicado en los casos de riesgo para la hidropesia fetal
con Hb de Bart (--/--) y la enfermedad de Hb H severa
con hidropesia fetal (--/aNPa) (aNPa/aNPa).
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