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1.- INTRODUCCION

Los hematies o eritrocitos son las células mas numerosas presentes en
sangre periférica, su vida media se sita en torno a los 120 dias. La principal
funcién de los eritrocitos es transportar e intercambiar gases, gracias a su alto
contenido de hemoglobina (Hb) y el mantenimiento del pH del medio interno.
Tienen forma de disco bicéncavo y su estructura bésica es la de una membrana
semiimpermeable que envuelve a una solucién proteica que contiene

hemoglobina.
La hemoglobina (Hb) es una proteina globular encargada de:

-El transporte de Oz del aparato respiratorio hacia los tejidos periféricos y
de COz y protones (H+) de los tejidos periféricos hasta los pulmones con la

finalidad de su excrecion a nivel respiratorio. (Schultz, 1993; Telen, 1994)
-Mantenimiento del pH sanguineo.

Los valores normales en sangre son de 13 - 18 g/dl en el hombre y algo

menores en el caso de la mujer, aproximadamente 12 - 16 g/dl.

Las alteraciones estructurales de la molécula de hemoglobina, que tienen
como resultado las alteraciones de sus funciones, suponen un gran problema de
salud publica. Aproximadamente, 250 millones de personas (més del 4,5% de la
poblacion mundial) son potencialmente portadores de una hemoglobina patolégica, y
unos 300.000 nifios nacen cada afio con importantes desérdenes hemoglobinicos, de los
cuales los mas comunes son la talasemia mayor y la anemia falciforme.

(Angastiniotis, 1995; Ropero, 2009)
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1.1. HEMOGLOBINA: ESTRUCTURA Y FUNCIONES.

La hemoglobina es una proteina con estructura cuaternaria, una fraccion
proteica y una no proteica o grupo prostético, su estructura se establecié en
1960 (Perutz, 1976). La fraccién proteica estd constituida por cuatro cadenas
polipeptidicas o subunidades, en funcién de la naturaleza de las mismas se
distinguen diferentes tipos, los principales se conocen como alfa (a), beta (p),

gamma (y) y épsilon (¢) (Baldwin, 1975).

Grupo Hemo

Cadena Beta

Figura 1. Estructura oligomérica de la Hb.

Las cadenas polipeptidicas a contienen 141 aminoacidos, las cadenas
diferentes a ellas, es decir {3, y, 6, contienen 146 y difieren de la estructura de las

cadenas a en la secuencia de aminoéacidos. La estructura primaria de las cuatro
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cadenas de Hb normales se conoce desde hace afios (Lehmann, 1969; Longo,

2012).

Cada una de las cuatro cadenas polipeptidicas de la Hb contiene un
grupo prostético, denominado grupo Hem o hemo, el cual dota del color rojizo
caracteristico a los hematies. El grupo hemo esta situado en una hendidura de
naturaleza hidrofébica de la estructura terciaria de la proteina (Longo, 2012).

Existen dos partes bien diferenciadas del mismo:

-La organica: estructura tetrapirrdlica o porfirina, resultado de la fusiéon
de cuatro anillos pirrélicos, que por su especial configuracién en el caso de la
Hb recibe el nombre de Protoporfirina IX (Alain, 2006; Pequefiuela, 2014). La

estructura se representa segtin la figura siguiente:

et
CH; CH
HC=-\, |—cH
0 N |
HO'C"H;C—H?C“—]" H N CH=CH,
| | N :

Figura 2. Estructura de la Protoporfirina IX.
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-La inorganica: un 4tomo de hierro en estado de oxidacion ferroso (+2) y
puede formar 5 6 6 enlaces de coordinacién dependiendo de la unién de

oxigeno a la Hb, caso de la oxiHb o no unién caso de la desoxiHb.

La afinidad de la Hb por el oxigeno se ve afectada por diferentes
variables: la temperatura (Tp), la concentracién de protones, el Diéxido de
Carbono (COz) y el 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG) (Chanutin, 1967; Kilmartin,
1976).

La afinidad de la Hb se ve afectada por la Tp, de forma que a Tps
menores, la fijaciéon es de mayor intensidad, de forma que desplaza la clasica
curva de fijacion de O2 de la Hb hacia la izquierda. Un sentido totalmente
opuesto tiene el aumento de Tp, de forma que ante ello, la curva ase desplaza

hacia la derecha, disminuyendo la afinidad por el Oz.

100 -

20 =

tDPG
1Temp

Oxyhaemoglobin (% Saturation)

1 | | 1 1 i 1 1 | ]
0 20 30 40 S0 B0 TO 80 90 100

PO, (mmHg)

Figura 3. Curva de saturacién de Oz de la Hb.
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La concentracion de protones, idnes hidrégeno o pH influye
notablemente sobre la afinidad frente al O, de forma que una disminucién de
pH desplaza la curva de saturacién de oxigeno de la Hb hacia la derecha,
facilitando la cesion de Oxz. El efecto contrario tiene el incremento de pH, el cudl
desplaza el equilibrio hacia la izquierda, dificultando la cesién de O2. A este
tipo de modificacién de la afinidad se le conoce como Efecto Bohr y se
representa por la ecuacion: H-Hb + O, — Hb-O2 + H+ (Atha, 1976; Onkojo,
2014).

Es esta misma ecuacién la que demuestra cémo, del mismo modo que la
oxigenacion de la Hb aumenta la acidez del medio, la desoxigenaciéon de la

misma, aumenta la basicidad.

Al contrario de lo que sucede con el transporte intraeritrocitario de Oz, en
el caso del CO2, no se lleva a cabo unido al grumo Hem y tiene una estrecha
relacion con el mantenimiento del pH sanguineo. Difunde libremente en el
interior de los eritrocitos donde el enzima Anhidrasa Carboénica lo transforma
en Acido Carbénico (H2COs) mediante la reaccién: CO, + HoO « HoCOs. A
continuacion se da la ionizacién para originar ién bicarbonato (HCOs-) y un H+
de forma espontdnea. El protén generado interaccionara con la desoxiHb

mediante el proceso conocido como el efecto Bohr.

En el eritrocito el compuesto fosforilado mayoritario es el 2,3-
Difosfoglicerato o 2,3-Bisfosfoglicerato (2,3-DPG), posee carga negativa y deriva
del intermediario de la glucdlisis 1,3-difosfoglicerato. Dicho compuesto acttia
como efector alostérico negativo en las propiedades de unién del oxigeno a la

hemoglobina (Perutz, 1989).

En la conformaciéon desoxi (también conocida como, estructura
cuaternaria T o tensa) (Daugherty, 1991) existe una cavidad suficientemente

grande para admitir al 2,3-DPG entre las cadenas P. Esta cavidad cargada
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positivamente, atrae y fija en su interior asi una molécula de 2,3-DPG. Cuando

la Hb se oxigena, adquiere una configuracién cuaternaria R o relajada.

Las variaciones de la concentracion del 2,3-DPG desempefian un papel
fundamental en la adaptacién a la hipoxia, de manera que en la hipoxemia
aumenta el 2,3-DPG eritrocitario, la afinidad por el oxigeno disminuye y el

aporte a los tejidos se facilita (Lenfant, 1968).

La Hb ademds de su importante papel en el intercambio y transporte
gaseoso, presenta un papel fundamental en la regulacion del pH sanguineo.

Existen dos mecanismos fundamentales:

-Los grupos ionizables de la Hb (imidazoles) que junto con los fosfatos
organicos de los eritrocitos y de las proteinas plasmaticas llevan a cabo el 60%

del amortiguamiento del pH sanguineo.

-La absorcion del acido (H*) que se produce por el transporte del CO2

supone aproximadamente el 40% restante del amortiguamiento.

1.2. TIPOS DE HEMOGLOBINAS

Existen diferentes tipos de hemoglobinas, segtiin la composiciéon de sus
cadenas polipeptidicas, entre las mas frecuentes (Huisman, 1993), se pueden

citar:

-Hemoglobina adulta tipo A o HbA: constituida por dos cadenas a y
dos B, es la mayoritaria en el adulto y en nifios mayores de 7 meses, supone

aproximadamente el 98% del total de Hb presente.
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-Hemoglobina adulta tipo A2 o HbA2: constituida por dos cadenas a y
dos 9, es la forma minoritaria en adultos y supone aproximadamente el 2% del

total.

-Hemoglobina fetal o HbF: dos cadenas a y dos §, conforman este tipo

de Hb que esta presente durante el tercer trimestre del desarrollo fetal.

-Hemoglobina fetal acetilada o HbF1: variante acetilada de la anterior,
caracterizada por la acetilacién a nivel de las regiones N-terminal, aspecto que

le confiere una mayor afinidad por el oxigeno que a la HbF.

-Hemoglobina Gower I: formada por dos cadenas { y dos ¢, es la

mayoritaria Hb presente durante el primer trimestre del desarrollo fetal.

-Hemoglobina Gower II: constituida por dos cadenas a y dos ¢, ésta es la

que predomina durante el segundo trimestre.

-Hemoglobina Portland: dos cadenas ¢ y dos y, como las dos anteriores,

presente en el embrion (Randhawa, 1984; Dumoulin, 1997; He, 2001).

1.3. EVOLUCION DE LAS HEMOGLOBINAS: EMBRION, FETO Y RECIEN
NACIDO

El ser humano, sintetiza hasta siete moléculas de hemoglobina diferentes:
cuatro son hemoglobinas embrionarias transitorias denominadas Hb Gower 1,
Hb Gower 2, Hb Portland 1 y Hb Portland 2, la hemoglobina A (HbA o axf) y
la hemoglobina Az (HbA2 o a202), y la hemoglobina fetal o F (HbF o a2 y2)
(Rapaport, 1979; Hempe, 1994; Malcorra, 2001; Salazar-Lugo, 2004; Lewis, 2008).

Las hemoglobinas Gower I, Gower II y Portland son de origen

embrionario y unicamente estdn presentes durante el primer y segundo
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trimestre de gestacion (Hardison, 2001, Manning 2007). La Hb Gower II en
concreto, es la mas importante y alcanza entre 50% y 60% del total de Hb

embrionaria. Las cadenas polipeptidicas € y  se sintetizan en el saco vitelino.

La HbF es el componente principal de la Hb del recién nacido. Posee dos
cadenas y en lugar de dos cadenas [ y se representa az y2. La HbF estd adaptada
al ambiente materno-fetal. Para poder captar el O2 de la Hb materna, la HbF
necesita poder fijarlo con mayor fuerza que la Hb materna. Hecho que se refleja
en la siguiente figura donde se puede observar cémo, su curva de saturacién,
estd desplazada a la izquierda respecto de la materna, pasando el oxigeno de la

materna a la fetal en condiciones de menor presion parcial del mismo en el feto.

100
N Hb Fetal
B0 —
Normales
60 <
Saturacion
(6) =
40 <
B Variable Placental Vi
‘ariable acen ‘enous
Anormales < Fetal Mixing Function Admixture
Pa0D |«
o T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 &0 9 100 110 120
Pa02 (mmHg)

Figura 4. Curva de disociacién de la Hb fetal respecto de la materna.

Esta caracteristica es debida a que la Hb tiene capacidad de interacciéon
con el 2,3-difosfoglicerato, producto de la fase intermedia de la glicolisis y que
estd presente en los gloébulos rojos en cantidad de unos 5 mmol/l. Se une con
mayor afinidad a la hemoglobina deoxigenada y provoca cambios espaciales en

la Hb tras su interaccion, tiene un efecto alostérico negativo, es decir, disminuye
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la afinidad de la hemoglobina por el O.. Como consecuencia de estos

cambios ayuda a la liberaciéon del O en los tejidos que necesitan ser oxigenados.

Dos de los grupos que recubren la cavidad de la HbF en que se produce
la fijacién tienen cadenas laterales neutras, a diferencia de la HbA en la que
estdn cargadas positivamente. Este hecho posibilita que el 2,3-DPG, cargado
negativamente, se una menos a la HbF y en lugar de ello, se fije méas fuerte el

Oo.

Ademas, entre 15% y 20% de la HbF esté acetilada en sus N-terminales y
se denomina HbF1; siendo conocido desde hace tiempo que esta variante no fija
2.3-DPG, caracteristica por la cual tiene una afinidad por el Oz atn mayor que la

HDbF (Telen, 1994; Manning, 2001; Pequefiuela, 2005).

La disminucién de HDbF en condiciones normales es rapida tras el
nacimiento, se considera que a los 6 meses de vida supone tnicamente el 5%
del total. La sintesis de HbA comienza aproximadamente en el segundo mes de

la edad fetal y tras el parto aumenta notablemente.

1.4. GENETICA Y SINTESIS DE HEMOGLOBINA

La biosintesis de la Hb guarda estrecha relaciéon con la eritropoyesis. La
expresion genética y el contenido de Hb acompafian la diferenciacién de las
unidades formadoras de colonias eritroides (UFC-E) en precursores eritroides.
En condiciones normales la produccion de cadenas ay B de globina en el adulto
o ay y en la vida fetal se realiza de forma equilibrada, lo que permite la
formacion de tetrameros az P2 que constituyen la HbA, o tetrdmeros az y2 o Hb

fetal (Bunn, 1986; Huisman, 1993).

25



PERCENTILES DE NORMALIDAD DE LAS HEMOGLOBINAS NEONATALES.

Cada una de las cadenas polipeptidicas de la Hb cuenta con genes
propios: a, B, y, 0 y & Los genes a y P son independientes y estan ubicados en

cromosomas distintos.

El grupo a, se localiza en el brazo corto del cromosoma 16 y contiene los
codificadores de las cadenas a y . El grupo [ se localiza en el brazo corto del

cromosoma 11 e incluye a los genes de las cadenas {3, y, 6, y «.

5 S 4 yal w2 al 8 3

Cromosoma 15 i1 s T —iE—I— -

Figura 5. Localizacion de los genes Hb en los cromosomas 16 y 11.

Todos los genes funcionales de la globina comparten una estructura
general la cual consiste en 3 exones (secuencias codificadoras) y 2 intrones
(secuencias que no se traducen). Existen dos secuencias claves en la iniciacién
de la transcripcion: TATA y CAT, las mutaciones que las afectan limitan la
transcripcion de ARNm. La porcion distal del tercer exéon (AATAAA) finaliza la

transcripcion.

La transcripcién primaria del ARNm incluye copias de toda la secuencia
del ADN genémico (intrones y exones). Antes de su transporte al citoplasma se
procesa por clivaje del extremo 5, hay separaciéon de las secuencias transcritas

de los intrones y poliadenilacion del extremo 3'.
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Los puntos de consenso son secuencias de nucleétidos adyacentes que
perfeccionan la sintesis del ARNm. Las mutaciones que involucran tanto los
puntos de union, asi como los de consenso, alteran la separaciéon y crean ARNm
anormales. La causa mds comun de las hemoglobinopatias es la mutacion
puntual, es decir, la sustitucion de un nucleétido de ADN por otro, lo que

puede inducir un cambio en un aminoacido de la globina resultante.

La traduccién es un proceso ribosémico, en donde se sintetiza una
cadena polipeptidica de acuerdo al patréon de codones del ARNm. La
terminacion se produce cuando se llega a un codén de finalizacion UAA, la
cadena polipeptidica se completa y se separa del ribosoma. Los polipéptidos

libres forman de inmediato dimeros a  y tetrdmeros az {32

El grupo Hem se sintetiza virtualmente en todos los tejidos, pero su
sintesis es mas pronunciada en la médula 6sea y el higado, debido a la
necesidad de incorporarlo en la Hb y en los citocromos. Es una molécula plana
que consta de un hierro ferroso y un anillo tetrapirrdlico, la protoporfirina III o
IX. El Hem es un factor fundamental en la regulacion de la tasa de sintesis de la
globina. Su principal efecto se ejerce en la iniciaciéon de la traduccién, donde
bloquea la acciéon de un inhibidor de la produccién de globina. También

participa en la transcripcién y el procesamiento del ARNm. (Pequefiuela, 2005)

1.5. HEMOGLOBINOPATIAS Y TALASEMIAS

En condiciones normales la produccion de cadenas a y 3 de globina en el
adulto o ay y en la vida fetal se realiza de forma equilibrada, lo que permite la

formacion de tetrdmeros a 83, que constituyen la HbA, o tetrameros az y2 de la

HbF. (Oski, 1982)
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Se denomina hemoglobinopatia a cierto tipo de defecto de caracter
hereditario, que tiene como consecuencia una estructura anormal en una de las
cadenas de las globina de la molécula de Hb. Las hemoglobinopatias
constituyen un amplio grupo de enfermedades genéticas, causantes de un alto
grado de morbimortalidad. Son las alteraciones mondgenicas frecuentes, las
cuales siguen un patréon de herencia autosémico recesivo. Se producen como
consecuencia de alteraciones cualitativas de la molécula de globina, dando
lugar a las hemoglobinopatias estructurales 6 bien por alteraciones cuantitativas
lo que da lugar a las talasemias. Puede ocurrir que ambas alteraciones

coexistan, produciendo lo que se conoce como hemoglobinopatias talasémicas

(Villegas, 2001; De las Heras, 2008).

En la actualidad se conocen mas de 600 hemoglobinopatias, aunque no
todas producen problemas clinicos. Las hemoglobinopatias por afectaciéon de la
cadena P son algo mas frecuentes que las de la a. Existen diferentes tipos de

hemoglobinopatias entre las que destacan:

1.5.1. Hemoglobinopatias estructurales:

Las hemoglobinopatias estructurales constituyen las alteraciones
monogénicas, mas frecuentes en el mundo junto con las Talasemias. Se
producen por mutaciones puntuales, deleciones o inserciones en los genes que
codifican las cadenas de globina, modificando la secuencia de aminoécidos que
constituyen la cadena de globina y, dando lugar de esta forma, a variantes de

hemoglobina anormal de diferentes tipos (Vives 2001):
1.5.1.1. Disminucién de la solubilidad:

Hb S. La Hb S se originada por una mutacién en el cromosoma 11, dando

lugar a la sustitucién en la posicién 6 de la cadena B de globina, del Acido
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Glutamico por la Valina. Se caracteriza por tener herencia autosémica recesiva.
La Hb S es la alteracion estructural mas frecuente y afecta a millones de
individuos en Africa tropical, y subtropical, Peninsula Arabica, India y América

Central.

Le siguen en frecuencia las Hb C, D y E, que se presentan en poblaciones

del oeste de Africa, India y suroeste de Asia (Villegas, 2006; Fucharoen, 2011).

Hb C. La Hb C se caracteriza por la sustituciéon del dcido glutamico, de

la posicion 6 de la cadena {3, por lisina.

Es una hemoglobinopatia propia del Africa occidental, pero puede
encontrarse con cierta frecuencia en Espafia. El estado homocigoto con ambos
genes alterados (FC), se caracteriza por una ligera anemia hemolitica crénica

con esplenomegalia.

El estado heterocigoto (FAC), los que tienen un solo gen anormal, son

solo portadores. Este estado no produce trastorno alguno (Travi, 1992).

Aunque la HbC tiende a cristalizar en condiciones de hipoxia, no
produce crisis vasoclusivas como las de la HbS. La morfologia eritrocitaria se

caracteriza por la aparicién de dianocitos (Brandan, 2008).
1.5.1.2. Afinidad por el O2 alterada:

Se producen por mutaciones situadas a nivel de las dreas de contacto
entre las subunidades a y 3 de la molécula de Hb o de la zona de union del 2,3-
DPG a la cadena P. De acuerdo con la naturaleza de la mutacién, pueden
observarse aumentos o disminuciones de la afinidad de la Hb por el oxigeno,
siendo las primeros mucho mas frecuentes que las segundos. Se heredan con
caracter autosémico dominante, siendo la forma homocigota incompatible con

la vida (Reissmann, 1961).
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1.5.1.3. Hemoglobinas M:

Estas hemoglobinas se caracterizan por la presencia del hierro del grupo
Hemo en estado férrico (+3) en lugar de estar en estado ferroso (+2). Son
mutaciones que se caracterizan mayoritariamente por una sustitucion del
aminodcido Histidina, situado en la cavidad del grupo Hemo, por el
aminodacido Tirosina. Esa sustitucion, modifica las caracteristicas fisicoquimicas
e impide la unién reversible al oxigeno, ya que estabiliza su forma oxidada. La
cadena afectada puede ser tanto del tipo a como [ y tras la mutaciéon pierde su
capacidad funcional y la Hb se comporta como metaHb. Se heredan con
caracter autosémico dominante y debido a ello las personas heterocigotas son

portadoras de cianosis y poliglobulia (Malcorra, 2001).
1.5.1.4. Hemoglobinas inestables:

Se denominan Hb inestables a las variantes con mutaciones que
provocan la sustituciéon de un aminoacido situado en el interior de la cadena
globinica por otro, sufriendo a consecuencia de dicho cambio, una disminuciéon
de la solubilidad. La mayoria de las Hb inestables dan sintomatologia en los
homocigotos, aunque también se han descrito en pacientes heterocigotos. Se
trasmiten con caracter autosémico dominante y cursan con un cuadro de

anemia hemolitica, generalmente crénica y de intensidad variable.

Las hemoglobinas inestables suelen tener tendencia a la formacién de
Cuerpos de Heinz. Dichas estructuras son precipitados intraeritrocitarios,
resultado de la desnaturalizacion de la hemoglobina y de la formacion de

hemicromos.

Los hemicromos se generan cuando el grupo Hemo sale de la estructura
que lo contiene, y se une en un lugar diferente, después de que las cadenas a o

B hayan sufrido cierto grado de desnaturalizacion.
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Los Cuerpos de Heinz se unen a la superficie interna de la membrana
eritrocitaria, principalmente a la porcion citosélica N-terminal de la Banda 3,

por uniones hidrofébicas (Sans-Sabrafen, 2006).

Los eritrocitos que contienen estas inclusiones, al atravesar los sinusoides
esplénicos son destruidos por un mecanismo conocido como “pitting”, en el
cual una porciéon de la membrana es eliminada. Asi, los eritrocitos sufren un
proceso de deformacion, a través del cual su forma deja de ser bicéncava y
paulatinamente se transforman en esferocitos, los cuales seran eliminados de la

circulacion (Felit, 2009).

1.5.2. Hemoglobinopatias cuantitativas: Talasemias

Las Talasemias constituyen junto a las hemoglobinopatias estructurales
las alteraciones monogénicas mas frecuentes en el mundo. En las talasemias el
déficit de sintesis de una de las cadenas de globina produce una
hemoglobinizacion deficiente de los hematies (Weatherall, 1981, Villegas, 1992;
Villegas, 2001). Este déficit surge a partir de mutaciones que alteran la
produccién o la traduccion del ARNm de la globina, lo que lleva a una
biosintesis deficiente de la misma. El exceso de cadena sobrante, no apareada,
precipita en el interior de las células eritroides y condiciona el cuadro clinico de

la enfermedad (Harrison 2013).

El defecto de sintesis puede involucrar a cualquier cadena de globina,
aunque debido al predominio de HbA en la vida postnatal los principales tipos
de talasemia se producen por defecto de sintesis de cadena a (a-Talasemia) y
(B-Talasemia). Las talasemias presentan diferentes frecuencias segin las zonas
geogréficas, presentando una especial prevalencia en las poblaciones del area

mediterrdnea. Dentro de la misma destaca un predominio de la -Talasemia y
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predominio de la a-Talasemia en zonas como Oriente Medio, Sudeste Asiético y

China (Vives, 2001).
1.5.2.1. a-Talasemia:

La Alfa-Talasemia o a-Talasemia es una patologia a nivel de la
hemoglobina caracterizada por un fallo en la sintesis de cadenas alfa de la Hb,
de forma que hay una sintesis disminuida de dichas cadenas. Dada la
disminucion del ntmero de cadenas a, generalmente se detectan menores
niveles de HbA>. El cuadro clinico que provoca es variable y depende del
namero de alelos que se encuentren afectados ya que la sintesis de globina alfa
estd regulada por cuatro genes de globina-alfa, dos en cada copia del

cromosoma 16 (16p13.3).

La enfermedad puede clasificarse en subtipos clinicos de gravedad
creciente: a-Talasemia Silente, Rasgo de a-Talasemia (o a-Talasemia menor),
Enfermedad de la hemoglobina H (HbH), e Hidropesia fetal con Hb de Bart
(Origa, 2006; Fucharoen, 2009).

1.5.2.2 B-Talasemia:

La Beta-Talasemia o p-Talasemia es un trastorno que se caracteriza por el
déficit de sintesis a nivel de la cadena P de la hemoglobina, de forma que no se
pueden formar en las proporciones adecuadas los tetrameros de globinas y
existen excedentes de cadenas a libres, las cuales se caracterizan por su
toxicidad, ya que provocan apoptosis a nivel de los eritroblastos. La sintesis de
globina beta estd regulada por dos genes, uno en cada copia del cromosoma 11

(Benito, 1996; Shih, 2009).

La sintesis defectuosa, nicamente es sintomatica cuando los dos genes 3
han sustituido a los genes que codifican la y-globina fetal, es decir, es

asintomatica al inicio de la vida. El intercambio comienza a tener lugar desde la
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trigésima semana de vida fetal, y concluye de forma total hasta

aproximadamente los 5 afios de edad (Nathan, 1998).

La presencia o no de clinica dependeréd del grado de disminucién en la
sintesis de cadenas [ pudiendo ir desde formas asintomaéticas hasta mas

importantes como la Anemia de Cooley (Park, 2002; Saetung, 2013).

La frecuencia de [ talasemia en Espafa, aunque alta (del 0,1 al 2%) es
muy inferior a la de otros paises mediterraneos. La distribuciéon no es
homogénea con frecuencias mayores entre la comunidad gitana (5,6%) y la isla
de Menorca (3,8%) y rara en la poblacion de origen vasco (Oliva, 1998; Villegas,
2006). La prevalencia global promedio en Espafa se ha estimado en el 0,4%, que

corresponde a un caso de P-talasemia por cada 250 habitantes (Pérez-Sirvent,

1999).

Existen otros tipos de talasemias menos frecuentes como la Talasemia 6-

o la Talasemia a-f3.

1.5.3. Variantes de Hb talasémicas. Hb estructuralmente anormal vinculada
con la herencia de un fenotipo talasémico: combinan las Caracteristicas de la

Talasemia y de las hemoglobinopatias estructurales.

J Hb E. La HbE es la segunda hemoglobina anémala méas comtn después

de la hemoglobina falciforme (HbS).

Es comtn en el Sudeste Asiatico, donde su prevalencia puede alcanzar el
30-40% en algunas zonas de Tailandia, Camboya y Laos (Orphanet; Vichinsky,
2007). La HbE también se puede encontrar en Sri Lanka, en el noreste de la
India (Malcorra, 1993), Bangladesh, Pakistan, Nepal, Vietham y Malasia. La

HDbE es una variante de la Hb con una mutacion en el gen de la $-globina, que
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causa la sustitucién de acido glutamico por lisina en la posicién 26 de la cadena

de p-globina (Vives-Corrons, 2005; Olivieri, 2010 y 2012; Sharma, 2013).

La cadena beta de la HbE (BE) se sintetiza a velocidad reducida en
comparacion con la de la Hb normal del adulto (HbA), ya que la mutacion crea
un sitio de splicing alternativo dentro de un exén. En consecuencia, los
heterocigotos (HbAE), los heterocigotos compuestos o dobles heterocigotos
(HbSE) y los homocigotos (HbEE) muestran algunas caracteristicas de la (-
Talasemia. Unicamente aquellos sujetos que presenten HbE combinada con (-

Talasemia requerirdn tratamiento (Wiwanitkit, 2013).

Los sujetos heterocigotos y homocigotos para HbE (HbAE y HbEE,
respectivamente) tienen una enfermedad asintomaética caracterizada por una
minima anemia microcitica sin relevancia clinica y una esperanza de vida
normal, excepto por el riesgo de transmisién de HbE / -Talasemia, si el otro
padre es portador de f-Talasemia. En el caso de HbE / pB-Talasemia los sujetos
suelen presentar una clinica variable, frecuentemente asociada a anemia severa
que debe ser tratada dentro de un programa de cuidados multidisciplinar

(Gulbis, 2005).

Entre las diferentes clinicas que se pueden presentar, existen casos
exentos de sintomas clinicos y otros, sin embargo, que llegan a depender de la
realizaciéon periddica de transfusiones (Rees, 1998). Estos sindromes mixtos no
siempre son féciles de diagnosticar y, en ocasiones, son erréneamente
diagnosticados como homocigotos de HbE. En esos casos es muy importante el
estudio conjunto con los niveles de Hb, el hematocrito y el volumen corpuscular
medio (VCM), todos ellos significativamente menores en el caso de HbE/3-
Talasemia en comparacién con los presentes en el caso de homocigotos. Del
mismo modo, también es de notable importancia el estudio de los niveles de
HDF, los cuales son marcadamente superiores respecto a los encontrados en

homocigotos. El perfil de HbF> 5% en combinacién con VCM <55 fL, Hb <100
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g/L, y el hematocrito <0,30 L/L es altamente sugestivo de HbE/-talasemia y

podria ser utilizado para su cribado (Pornprasert, 2013).

J Hb Constant Spring. Una mutacion en el gen a-globina convierte el
codén de parada UAA a un codén de Glutamina (CAA) de modo que la
proteina termina siendo 31 aminoacidos mas larga de lo normal. La proteina
resultante a-globina en Hb Constant Spring no s6lo esta alterada
cualitativamente sino que es inestable por lo que se considera también una
anormalidad cuantitativa.

o Hb Lepore. Es una Hb en la que existe un entrecruzamiento con
intercambio de material genético entre un gen 6-globina y un gen p-globina y la
consecuente formacién de un gen hibrido 6-p globina. La sintesis de la Hb
Lepore estd reducida, por este motivo se relaciona con los sindromes [-

talasémicos (Gulbis, 2005).

1.5.4. Persistencia hereditaria de la Hb Fetal:

La persistencia hereditaria de HbF, conocida con las siglas PHHP, se
caracteriza por una elevada concentraciéon de HbF y un elevado ntmero de

hematies que transportan en su interior dicha HbF.

Durante el desarrollo humano, si el cambio de la cadena y-fetal a {3-
globina de adultos en el cromosoma 11p no es completo, se obtiene como
resultado la expresion de y-globina residual en una subpoblacién de eritrocitos
denominadas " F-células". Los determinantes genéticos que son responsables
de un mayor nivel de HbF, incluyen diversas mutaciones dentro de los genes
que codifican la -globina, asi como polimorfismos de nucleétido en otros loci
asociados conla HbFy también determinados mecanismos epigenéticos

(Musielak, 2011).
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Rara vez se da de forma aislada, ya que generalmente va asociada a
hemoglobinopatias las cuales a su vez, se asocian a con profundos cambios en la
estructura del eritrocito, como seria el caso de la anemia falciforme o [-

Talasemia. Se desconoce la prevalencia de esta alteracion (Thein, 1998).

1.5.5. Hemoglobinopatias adquiridas:

Comprenden las modificaciones de la molécula de Hb por toxinas (por
ejemplo, MetaHb adquirida) y la sintesis anémala de Hb (por ejemplo, la
producciéon de cantidades elevadas de HbF en el caso de preleucemia o a-
Talasemia en los trastornos mieloproliferativos): MetaHb debida a exposicion a
toxicos; SulfoHb debida a exposicion a téxicos; CarboxiHb; HbH en
eritroleucemia; HbF altas en estado de estrés eritroide y displasia de médula

Osea, etc.

1.6. ENFERMEDAD DREPANOCITOSIS

La anemia falciforme o drepanocitosis es uno de los trastornos de la
hemoglobina mejor conocidos. Los nifios afectos de anemia falciforme, son muy
susceptibles a infecciones bacterianas severas y presentan un alto grado de
morbimortalidad por secuestro esplénico y septicemia bacteriana. La presencia
de hemoglobina fetal en recién nacidos da lugar a que, en condiciones

normales, no se presenten manifestaciones clinicas antes de los 3 meses de vida.

Las manifestaciones clinicas son muy diferentes entre individuos y se

producen generalmente en momentos diferentes.
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Tabla 1. Descripcién de la patologia (Orphanet, 2013).

Numero de D57.0 D57.1
ORPHA232 CIE-10
Orphanet D57.2
Sin6nimos Anemia de células
OMIM 603903
falciformes, Siclemia
Prevalencia 1-5/10.000 UMLS C0002895
Herencia Autosémico recesivo MeSH D000755
Edad de inicio o
Variable MedDRA 10040641
aparicion
SNOMED 127040003
CT 417357006

Las infecciones debidas a Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae suponen la complicaciéon més frecuente de la anemia falciforme, y son
responsables de un alto porcentaje de fallecimientos en estos enfermos,

especialmente en la infancia (Arrizabalaga, 2011; Ferndndez, 2012; Marin, 2010).

La anemia falciforme es debida a la presencia de la HbS, variante
patolégica de la HbA de adultos. Como se ha comentado anteriormente, se
originada por una mutacioén en el cromosoma 11, dando lugar a la sustitucion
en la posicién 6 de la cadena  de globina, de una molécula de Acido Glutamico

por una de Valina, su herencia es de tipo autosémico recesivo.
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Como consecuencia de la mutacién, al desoxigenarse la Hb sufre un
proceso de polimerizacién espontaneo formando un gel cristalino. Cada
polimero estd formado por 14 haces longitudinales de deoxi-Hb que se
disponen formando el llamado Cuerpo Tactoide que consiste en una estructura
cilindrica insoluble y rigida. La formacién de dichas estructuras conduce a la
rotura del citoesqueleto del eritrocito, adoptando este la forma caracteristica del

drepanocito (Svarch, 2009; Schechter ,2008).

El fenémeno de la falciformacién en principio es reversible aunque, entre
el 5y el 50% de los eritrocitos falciformes, no consiguen recuperar su forma
original. Dichos eritrocitos no funcionales serdn eliminados por el sistema

mononuclear fagocitico (Sans-Sabrafen, 2001).

Los eritrocitos alterados presentan un gran descenso del volumen
corpuscular y un gran aumento de la concentracién de hemoglobina. Esto es
debido a que la deoxi-Hb induce alteraciones de la membrana eritrocitaria
(modificacién de la composicion y distribucion de los fosfolipidos en la bicapa
lipidica), fenémenos que conducen a una marcada deshidratacion. Los
drepanocitos presentan ademds una fuerte tendencia a adherirse al endotelio
vascular, favoreciendo la formacion de microtrombos y oclusiones vasculares
periféricas. Dicha alteracion puede inducir tres tipos de complicaciones
importantes: anemia grave, infecciones bacterianas graves y accidentes
vasooclusivos (VOA) isquémicos, como consecuencia de la obstruccién que
causan los globulos rojos alterados en los vasos sanguineos pequefios y
capilares (Rodriguez, 1995; Berguer, 2009). La anemia falciforme predispone a
un nifo a las infecciones por diversas razones, entre ellas el aumento de
recambio celular a nivel de la médula 6sea, la mala perfusiéon y asplenia o
hipoesplenismo funcional. Este dltimo conduce a la disminuciéon de la

opsonizacién de microorganismos encapsulados polisacaridos, como serian: H.
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influenzae tipo b, S. pneumoniae, N. meningitidis, estreptococos del grupo B, K.

pneumoniae, S. typhi.

Las bacterias y los virus que con mayor frecuencia causan infecciones
graves en los nifios con enfermedad de células falciformes son S. pneumoniae, H.
influenzae tipo b, Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Parvovirus B19 y los virus de
hepatitis A, By C (Wong, 2001). La profilaxis con penicilina ha disminuido la
incidencia de la morbilidad relacionada con la infeccién y la mortalidad de

manera significativa en los nifios con anemia de células falciformes o SCA.

Los VOA causan isquemia focal hiperdlgica y, en ocasiones,
microinfartos cuando se producen en musculos o esqueleto. Con el transcurso
del tiempo, los VOA pueden comprometer la integridad de tejidos u 6rganos

(Burnett, 1998; Mosqueda 2009).

Las complicaciones cardiovasculares como insuficiencia cardiaca y la
hipertension pulmonar se pueden desarrollar de forma independiente, la
aparicion de cada una de estas alteraciones contribuye a una mayor mortalidad.
Es el resultado de ambos factores de riesgo el que compromete seriamente el
prondstico y supone un indicador determinante de mortalidad (Rojas-Jimenez,

2013).

Se estima que la prevalencia de portadores de células falciformes en los
estados europeos es de aproximadamente 1/150. En Africa central y occidental
(15-25%), en las Indias occidentales francesas (10-15%) y en zonas
mediterraneas (1-15%). Se ha observado una mayor prevalencia en zonas que
estdn o han estado afectadas por malaria, porque el rasgo ofrece proteccion
contra malaria perniciosa (Lamonte, 2012). Existen diferentes estudios que
defienden la teoria de que tanto HbC y la HbS afectan el desarrollo temprano

de la inmunidad adquirida de forma natural contra la malaria (Modiano, 2001;
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Verra, 2007). La presencia de un tnico gen anormal puede conferir protecciéon
contra el paludismo, la herencia de dos genes anormales produce

hemoglobinopatia y hace que desaparezca dicha protecciéon (OMS, 2006).

La presencia de altos niveles de HbF en el recién nacido implica que la
enfermedad no se manifiesta hasta después de los 3 meses. Las manifestaciones
clinicas son muy variables entre individuos y se producen en momentos

diferentes.

La transmision se caracteriza por ser autosdmica recesiva. La anemia de
células falciformes se produce por combinaciones de dos alelos anormales del
gen de la  globina entre los cuales, al menos uno es portador de la mutacién
6 Glu-Val (HbS). Los individuos portadores del gen de la HbS y el gen de la
talasemia 3 se ven afectados por talasodrepanocitosis. La forma BS/PC (3 6

Glu-Lys) también es frecuente.

1.6.1. Forma heterocigota o rasgo falciforme:

La mutacién afecta a un solo alelo de los dos que codifican la cadena £:
genotipo A / 3S. Los pacientes presentan un 40% de HbS y generalmente no
presenta manifestaciones clinicas. Los portadores de este trastorno son
asintomaticos. Ocasionalmente sufren hematurias e infartos esplénicos cuando
se exponen a situaciones de hipoxia prolongada (anestesia general y procesos
neumonicos). La morfologia eritrocitaria es normal y no se observan

drepanocitos en el frotis de sangre.
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1.6.2. Forma homocigota o anemia falciforme:

La mutacion afecta a los 2 alelos que codifican la cadena £3: genotipo 1S /
3S. Los pacientes presentan el sindrome drepanocitico con graves sintomas

clinicos.

Los fenémenos de oclusiéon vascular y la anemia hemolitica son las
caracteristicas clinicas de la enfermedad de células falciforme. Ocurren como
resultado de vasooclusioén en episodios dolorosos recurrentes y una variedad de
complicaciones graves que pueden conducir a discapacidades permanentes e

incluso la muerte.

Hay una variedad de otros sindromes de células falciformes que resultan
de la herencia del gen de células falciformes en la heterocigosidad con otros
genes mutantes de globina, que conduce a trastornos tales como la enfermedad
de la HbSC hoz y talasemia de células [3, aunque las manifestaciones posibles de
la enfermedad, en estos casos son menos graves que en los pacientes

homocigotos HbSS.

Se caracteriza por una anemia hemolitica grave, que aparece a los pocos
meses de nacer cuando la HbS reemplaza a la HbF, que predomina al nacer y
durante los primeros meses de vida. En los nifios es frecuente encontrar una
esplenomegalia, que desaparece a medida que se producen infartos esplénicos

produciéndose una verdadera atrofia esplénica.

A la exploracion fisica se aprecia un tinte ictérico conjuntival. La anemia
es de tipo hemolitico crénico. Los valores de Hb oscilan entre 6 y 8 g/dl y se
acompafia de una intensa reticulocitosis. En el frotis de sangre se observan
drepanocitos, que son claves en el diagndstico. Este se confirma con la

electroforesis de Hb en medio alcalino y en agar-citrato a pH acido. La HbF en
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los homocigotos se encuentra elevada en proporcién variable y parece actuar

como mecanismo protector impidiendo la falciformacion.
En la anemia drepanocitica son frecuentes dos tipos de crisis:

-Crisis vasculares oclusivas o crisis de dolor: por acumulacién de

drepanocitos que determina éstasis arterial e infartos. Las crisis vasculares se
inician bruscamente, con intenso dolor y fiebre (Sargento, 1994). En los nifios,
los lugares mdas frecuentes son los huesos de las manos y los pies. Son
frecuentes los procesos osteomieliticos por Salmonella spp. En los adultos

predominan los infartos pulmonares. Puede presentarse priapismo.

-Crisis aplasicas: por interrupcién brusca de la produccién de eritrocitos,
secundario, generalmente, a infecciones por parvovirus y deficiencias de acido
folico. No se dispone actualmente de tratamiento especifico. Algunas
precauciones y medidas generales contribuyen a reducir el nimero de crisis,
por ejemplo, evitar los cambios de temperatura, la deshidrataciéon y las
infecciones a las cuales son muy susceptibles, por la hipoesplenia a la que

generalmente desembocan los infartos repetidos del bazo.

1.6.3. Forma doble heterocigota HbS / B-talasemia:

En el paciente coexisten 2 alelos anormales del gen de la cadena 3, uno
presenta la mutaciéon de la HbS y el otro una mutacion de £3-Talasemia. La

clinica no es tan grave como en la forma homocigota S.
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1.6.4. Forma doble heterocigota HbS / HbC:

En el paciente coexisten 2 alelos anormales del gen de la cadena £3, uno
presenta la mutacion de la HbS y el otro la mutacion de la HbC: genotipo £35S /

B3C. La expresion clinica suele ser menos severa.

1.6.5. Otras formas de asociacion de HbS con distintas hemoglobinopatias:

Pueden darse combinaciones con otras alteraciones como HbE, HbD, a-
Talasemia (Marin Soria, 2009). Todas las variantes posibles podran presentar
clinica diversa dependiendo de que otro tipo de alteracién se encuentre

presente.

Desde el nacimiento, el tratamiento debe integrar prevenciéon de
infecciones, dolor y posibles complicaciones, con apoyo social y psicoeducativo
en centros multidisciplinares equipados con cuidados intensivos, como el
acceso inmediato a transfusién de sangre si fuera requerido. Se ha obtenido la
autorizaciéon comercial en Europa de un medicamento huérfano basado en
Hidroxicarbamida, también conocido como Hidroxiurea, para las formas graves
de la enfermedad (Darbari, 2013). El mecanismo de aumento de la produccién
de HbF por Hidroxiurea no se entiende completamente. Algunos estudios
confirman que dicho farmaco contribuye a la produccién de 6xido nitrico, un
factor relajante endotelial potente, que a su vez reduce la polimerizacién de la

HbF (Cokic, 2003; Steinberg, 2003; King, 2004).

Las transfusiones periédicas u ocasionales siguen siendo un método
terapéutico esencial. El transplante de médula 6sea estd indicado en algunos
casos, como los pacientes con vasculopatia cerebral. El prondstico es
generalmente dificil de predecir. Los accidentes vasooclusivos graves o fallo

organico pueden ser una causa relativamente frecuente de muerte.
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1.7. PREVALENCIA E INCIDENCIA ANEMIA FALCIFORME Y OTRAS
HEMOGLOBINOPATIAS

La anemia falciforme es una patologia de caracter endémico en aquellas
regiones tanto tropicales como subtropicales, en las cuales la malaria es
endémica. Este fendmeno se debe al caracter protector del estado heterocigoto
de esta patologia (Aidoo, 2002; Verra, 2007). La tasa de portadores es muy
elevada en determinadas regiones de Africa (hasta un 40% de la poblacién),
sobretodo en el area subsahariana. Otras zonas caracterizadas por su alta tasa
de heterocigosidad son la India, la peninsula arabica, la cuenca mediterranea y,

con un menor predominio, la zona de latinoamérica (Gémez-Chiari, 2003).

Los mecanismos a través del cual se lleva a cabo la proteccién siguen sin
estar claros. Se han propuesto una serie de mecanismos bioquimicos e
inmunitarios y es probable que los responsables de la proteccién observada

sean un conjunto de mecanismos complejos (Gong, 2013).

La deteccion precoz de la enfermedad de células falciforme y otras
hemoglobinopatias, se incluia histéricamente, como parte de los programas de
cribado neonatal, inica y exclusivamente, en zonas geograficas cuya poblacién

estaba constituida por diversas etnias pertenecientes a grupos de riesgo.

El movimiento poblacional a lo largo del mundo y su establecimiento en
paises diferentes a los de origen, esta teniendo como consecuencia la apariciéon
de nuevas patologias, mas o menos graves, asociadas con nuevos problemas de
salud en determinadas zonas geograficas en las que tradicionalmente no

existian (Hernandez, 2002; Gonzalez, 2002).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé en 1995 una

prevalencia del 0.51% de la enfermedad de las células falciformes.
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Fue nuevamente la OMS en la 59* Asamblea Mundial de la Salud del afio
2006 la que determiné la prevalencia de anemia por células falciformes, y
encontr6 aproximadamente un 5% de la poblacion portadora de genes
causantes de hemoglobinopatias. El porcentaje de portadores puede llegar hasta
el 25% en determinadas regiones. La tasa de natalidad anual de nifios con
hemoglobinopatias importantes es de aproximadamente 300.000, de los cuales
mas de 200.000 son africanos con anemia falciforme (Organizaciéon Mundial de
la Salud: 59 Asamblea mundial de la Salud, 2006; De las Heras Florez, 2008).
Debido al aumento de los fenémenos migratorios, estas enfermedades estan

apareciendo con mayor frecuencia en muchas zonas no endémicas (Vives,

2001).

1.7.1. Incidencia en el extranjero:

En un estudio publicado en 2008 se estim6 la incidencia mundial (o
prevalencia al nacimiento) durante el afio 2003 en 2.28%o0 nacimientos (Modell,

2008).

En otro estudio previo publicado por Modell en 2007, se llevé a cabo la
estimacion de la incidencia de la enfermedad de células falciformes en Europa,
cuya distribucién, como en el resto del mundo, no es homogénea en los
diferentes paises. Los paises con la prevalencia mas elevada son Albania (0,99
%o0), Chipre (0,78 %o) e Inglaterra y Gales (0,63 %o), seguidos de Holanda (0,32
%o), Portugal (0,31 %o) y Francia (0,30%o). Por otro lado, paises como Finlandia,
Escocia, Dinamarca, Luxemburgo, Alemania, Austria, Noruega y Suecia
presentan prevalencias muy bajas, aproximadamente de < 0,10%.. Bulgaria,
Rumania, Yugoslavia y Malta tuvieron una estimacion de 0 %o. La incidencia

estimada para Espafia fue de 0,11 casos%o (Modell, 2007).
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Estos datos deben recogerse de forma cautelosa ya que la distribucion es
altamente variable en funcién de las zonas de estudio, ello hace que la
incidencia global no sea aplicable a zonas concretas con incidencias
significativamente superiores o inferiores. En este mismo estudio se destaca la
mayor incidencia en Africa, correspondiente a 10.68%o nacimientos, seguida por
la menor incidencia en la region este del Mediterraneo, la cual se reduce

drésticamente hasta 0.07 %o nacimientos.

En la incidencia de la distribucion de portadores de variantes
significativas (tomando como tales HbS, HbC, HbE, HbD, pB-Talasemia...), se
obtiene un patrén similar con un 18,2% de portadores en Africa y 1,1% en

Europa.

El ntimero estimado de personas con enfermedad de células falciformes
en los Estados Unidos de América es de 97.930, con una incidencia en poblacién
afroamericana de 1/365 nacimientos (2,74%0) y de 1/16.305 nacimientos

(0,06%o0) en poblacién hispana (Hassell, 2010).

1.7.2. Incidencia en Espana:

Los estudios realizados respecto a la incidencia de hemoglobinopatias

estructurales en Espafia demuestran que esta incidencia es poco elevada.

Cuatro son los estudios realizados antes de la era de la inmigracién y
publicados, en sangre del cordén umbilical, los cuales demostraron unas tasas
que oscilaron entre 1,25%0 y el 1,47%o.. Las variantes mas frecuentemente
observadas fueron Hb S heterocigota, Hb Lepore, Hb Hofu, Hb D Punjab
heterocigotica, Hb C heterocigética y otras (Baiget, 1981, De Pablos, 1988;
Risuefio, 1995; Martin Nufiez, 1995).
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Mas recientemente se han realizado diferentes estudios:

-En la Comunidad de Madrid en 2003 con una incidencia de 1/5512 para
la anemia falciforme y 1/233 casos portadores de la enfermedad, la incidencia

real es desconocida (L6pez-Escribano, 2009).

- En un estudio realizado por Calvo-Villas, llevado a cabo en 2005 en la
isla de Lanzarote en 2005, se analizaron 2.436 gestantes, obteniendo como
resultado que el 9,44%o presentaban hemoglobinopatias estructurales en estado

heterocigoto (Calvo-Villas, 2006).

- En el afio 2006 se analizaron en Cataluifia, un total de 3.189 muestras de
sangre del Programa de Deteccion Neonatal Catalan de Enfermedades
Metabélicas de ellas se encontraron 2 casos homocigotos y 45 de heterocigotos o

portadores de HbS, lo que supone el 0.63%o y el 14.11%o espectivamente.

-En el caso del estudio llevado a cabo por Cela de Julidn en 2007, se
analizaron 190.238 nifios y se detectaron 1.060 variantes de hemoglobina (5,57
por cada 1.000 nacimientos). Un total de 31 de ellas fueron variantes de

enfermedad falciforme (0,16 por cada 1.000 nacimientos) (Cela de Julian 2007).

-En el afio 2009 fue publicado por Mafiu-Pereira un estudio en el cual se
estimo la prevalencia al nacimiento de la anemia falciforme en las comunidades
auténomas espafiolas, con datos del afio 2006. La prevalencia mas elevada
correspondié a Aragén (0,30%o), seguida de Melilla, Baleares y Catalufia, con
prevalencias superiores a 0,20%0. Las comunidades auténomas con una
prevalencia estimada <0,05%o fueron Extremadura, Asturias, Galicia, Cantabria,

Castilla y Ledn, Castilla La Mancha y Andalucia (Mafiu- Pereira, 2009).

Tanto la incidencia como la prevalencia de hemoglobinas anormales en
Espafia estan aumentando como resultado de la inmigracion, sobre todo de

origen africano dado que presentan una alta prevalencia de hemoglobinopatias
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(Cabot, 1998). Este hecho a su vez, hace necesaria la adaptacion de las
instituciones sanitarias para intentar frenar en la medida de lo posible el curso
de la enfermedad. De las 19 regiones de Espafia, 13 presentaban mas de 1% de
los residentes de dicho origen. La incidencia de hemoglobinopatias fue
heterogénea en las diferentes comunidades. Algunos casos de enfermedad de
células falciformes (ECF) y de rasgo de células falciformes fueron encontraros
en poblaciéon autéctonas, pero fueron hallazgos muy poco frecuentes. La
mayoria de los estudios de prevalencia ECF en Espafia son incompletos o
centrados en unas pocas regiones geograficas. Cuando la deteccion fue llevada
a cabo sin tener en cuenta el origen étnico, la prevalencia global de
hemoglobinopatias ha variado de 0.14% a 0.94% y la prevalencia estimada de
ECF fue desde 0.001 (en Extremadura) a 0,03 (en Aragoén). Un registro de ECF
mantenido por la Sociedad Espafiola de Hematologia Pediatrica muestra que en
los tltimos 4 afos previos al estudio la prevalencia de la ECF se triplic6 (Mafiu-

Pereira, 2009).

-En el estudio piloto llevado a cabo en el Pais Vasco en Abril de 2011, la
incidencia de anemia falciforme ha resultado ser de 1/2.432 y de 1/211 casos

con alguna variante de Hb (Estébanez, 2011).

1.8. FISIOPATOLOGIA DE LA DREPANOCITOSIS

La anemia falciforme, constituye el grupo mas frecuente y de mayor
interés clinico de las hemoglobinopatias estructurales. Clinicamente, la forma
homocigota o anemia falciforme con fenotipo neonatal FS, cursa con anemia
hemolitica y crisis vasooclusivas. En ella existe una hemoglobina anormal
denominada hemoglobina S, originada por una mutacién en el cromosoma 11,

dando lugar a la sustituciéon en la posiciéon 6 de la cadena [ de globina, del
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Acido Glutamico por la Valina. Dicha modificacién, produce un tetrdmero de

hemoglobina (2a 32) que es poco soluble cuando est4d desoxigenada.

La polimerizacion de la desoxiHbS es esencial para que se den
fenémenos vasooclusivos. El polimero toma la forma de una fibra de alargada
que por lo general se alinea con otras fibras, lo que provoca una distorsiéon de
los glébulos rojos afectados originando asi la forma de media luna clésica o
forma de hoz y una marcada disminucién de la deformabilidad de los glébulos

rojos (Bunn, 1997).

La polimerizacién por si sola no es responsable de la fisiopatologia de la
enfermedad. Los cambios posteriores en la estructura de la membrana celular y
su funcion, el control de volumen celular alterado, y el aumento de la adhesion

al endotelio vascular también juegan un papel importante (Kaul, 1997).

Determinados factores como son el nivel de oxigeno, el pH y la
temperatura, favorecen la polimerizaciéon de la hemoglobina S falciforme,
provocando alteraciones en la morfologia de los hematies (falciformacion),
aumento de la viscosidad sanguinea e infartos en distintos 6rganos,
ocasionando las importantes manifestaciones clinicas y complicaciones tipicas

de la anemia falciforme.

La presencia de hemoglobina A (HbA) o hemoglobina fetal (Hb F) junto
a la hemoglobina S (Hb S), aumenta la solubilidad de ésta, lo que constituye

una de las bases del tratamiento.

El gen falciforme generalmente sélo produce manifestaciones clinicas en
el estado homocigoto o en los dobles heterocigotos; la forma heterocigota, se
denomina rasgo falciforme, con fenotipo FAS; los bebés con rasgo falciforme,

por lo general, son asintomaéticos y no presentan anemia.
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1.9. EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

El porcentaje de mortalidad que se produce en nifios con anemia
falciforme menores de 5 afios es del orden de 25-30%. La mayoria de las
muertes en este grupo se producen de forma secundaria a infecciones fatales,

secuestro esplénico o crisis aplasicas.

En el caso de las formas mdas graves (anemia falciforme o estado
homocigoto) en las que los sintomas comienzan generalmente en el primer afio
de vida, el diagnéstico neonatal, permite el inicio precoz de la profilaxis

antibiotica siendo posible evitar o paliar las siguientes complicaciones:

a) Crisis de dolor muy intenso por oclusién de vasos, muy dificiles de
diagnosticar en lactantes si no se sabe que padecen la enfermedad (Stinson,

2003; Richard 2009).

b) Infecciones graves (neumonias, sepsis y meningitis bacteriana), a las
que estos enfermos son especialmente proclives y que les pueden llevar a la

muerte (Wong, 2001, Quinn, 2004; William, 2009).

c) Accidentes cerebrovasculares, cuyas secuelas son devastadoras para el

nifio, y suelen provocar deficiencias en el desarrollo psicomotor.
d) Crisis de secuestro esplénico, frecuente en nifios pequefos.

e) Complicaciones pulmonares como el sindrome tordcico agudo, que

puede producir insuficiencia respiratoria grave (Gladwin, 2008).
f) Complicaciones visuales, cardiacas, renales y en otros 6rganos.

Todas ellas pueden retrasar su aparicion si se sigue al enfermo

precozmente.
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Las formas leves (rasgo falciforme) son generalmente asintomaticas. Sin
embargo la enfermedad puede manifestarse en situaciones de disminucién de la
presiéon parcial de oxigeno-ambiental (hipoxia por altitud, submarinismo o

anestesia).

Las manifestaciones clinicas en la forma heterocigota (en los casos en que
se presentan) se refieren siempre a alteraciones vasooclusivas, pudiendo afectar
al rinén por microinfarto de la médula renal (hipostenuria con hematuria)

(Allon, 1990) o presentar dolor abdominal intenso por microinfarto esplénico.

Los bebés y los nifios pequefios son especialmente vulnerables a sufrir
septicemia neumocécica, con una tasa de incidencia de 10 por cada 100
pacientes/afio. Por lo tanto, la profilaxis mediante el uso de penicilina puede
ser aconsejable para esta poblacion (Falletta, 1995; Hirst, 2012). Se ha observado
que la profilaxis con penicilina reduce significativamente el riesgo de infeccion
neumocdcica en nifios homocigotos, y se asocia con reacciones adversas
minimas, mdas concretamente, reduce la incidencia de septicemia por
neumococo en el 84% (Galbe Sanchez-Ventura, 2009). Asi mismo, se ha descrito
que el indice de mortalidad en nifios con anemia falciforme es menor en los
casos diagnosticados en el periodo neonatal respecto a los diagnosticados

después de los 3 meses de edad (Platt, 1994).

1.10. DIAGNOSTICO DE LA ANEMIA FALCIFORME

El diagnéstico se basa en el analisis de Hb utilizando isoelectroenfoque,
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en

ingles), prueba de solubilidad (prueba de Etanol) y anélisis molecular.

Debe realizarse estudio familiar para identificar a los portadores y hacer

un consejo genético prospectivo. El diagnéstico diferencial incluye otras
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enfermedades hemoliticas hereditarias. Puede realizarse diagnéstico prenatal,
mediante andlisis molecular en una muestra de vellosidad coriénica o liquido

amniodtico (Manu-Pereira, 2007).

* El cribado neonatal generalmente se inicia a partir de la deteccion de
variantes de Hb en muestra de sangre impregnada en papel: HbFA, HbC, HbD,
HbE, HbS y sus posibles combinaciones.

* Una vez que se determina la presencia de alguna de las variantes
estructurales de Hb (casos positivos), se enviardn a los diferentes centros
hospitalarios de procedencia. Todos aquellos casos positivos se estudiaran
nuevamente junto con su grupo familiar para confirmar la presencia de estas

enfermedades segun el protocolo establecido en la Comunidad Valenciana.
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Figura 6. Algoritmo del protocolo cribado neonatal de drepanocitosis en la

Comunidad Valenciana.
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* El seguimiento de los pacientes detectados con anemia falciforme, se
lleva a cabo segtun el protocolo consensuado y establecido por la Sociedad

Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica (Anexo 1)
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

21. JUSTIFICACION DEL CRIBADO NEONATAL DE ANEMIA
FALCIFORME

En la actualidad se conocen més de 600 hemoglobinopatias, aunque solo
algunas provocan problemas clinicos: las talasemias a y  y la hemoglobina S
provocan enfermedad por si mismas, mientras que las hemoglobinas E y C solo
causan enfermedad con otras alteraciones (Abarca 2008, Ferndndez Aguila

2012).

La demostracion en 1986 de que el uso de penicilina profilactica reduce
notablemente la incidencia de la sepsis neumocécica supuso un aliciente mas
para la aplicaciéon generalizada del cribado neonatal para la enfermedad de

células falciformes.

La experiencia posterior ha ido demostrando que un cribado neonatal
riguroso, unido a las pruebas de diagnodstico oportunas, educaciéon de los
padres de neonatos afectos y unos cuidados adecuados, reducen marcadamente
la morbilidad y mortalidad de la enfermedad de células falciformes, sobre todo

en los primeros afios de vida (Sanchaisuriya 2005, Unesco, 2006).

Las hemoglobinopatias afectan desde hace afios a millones de personas
en todo el mundo y provocan un alto grado de morbimortalidad. Se considera
el error congénito mas frecuente en poblaciones africanas, del area
mediterranea y sudeste asiatico, siendo ya en 1969 las poblaciones con mas
prevalencia la de Africa subsahariana 118%, Afrocaribefia 02% y Norte de

Africa 0'05% (Lehmann, 1969). Los intensos flujos migratorios que se estdn
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dando en los dltimos afios en nuestro pais, suponen un importante incremento
de la prevalencia de hemoglobinopatias estructurales, y en menor proporcion
de a y £ talasemias, tanto en sus formas leves (heterocigotas) como en sus
formas severas (homocigotas y dobles heterocigotas). Han pasado de ser poco
frecuentes a formar parte de la préctica clinica rutinaria, sobre todo las
hemoglobinopatias estructurales. Actualmente estan llegando a ser un serio

problema de salud publica (Lopez- Escribano 2009).

La poblacién de inmigrantes procedentes de regiones como: Africa
subsahariana, Magreb, Sudamérica, sudeste asiatico y este de Europa, se han
establecido y concentrado en todo el territorio espafiol especialmente en las
grandes ciudades como Madrid, Barcelona o Valencia (Villegas, 2006; Galbe

Sanchez-Ventura, 2009).

Por ello, como ya se demostré desde afios atras, es interesante realizar
campafas de deteccién en embarazadas, neonatos, escolares, con el objeto de
conocer la prevalencia de estas enfermedades emergentes en las diferentes

comunidades y prevenir las formas severas y tratarlas precozmente (Villegas

2006, Sanchaisuriya 2005).

Desde finales de la década de 1990, Espafia ha sido escenario de un
importante fenémeno inmigratorio que ha invertido la tasa de migracién neta,
hasta entonces negativa (ONU, 2010). Segtin datos del Instituto Nacional de
Estadistica, la poblacién inmigrante pasé de representar el 7% de la poblacion

espafiola en 2004 al 12,2% en 2010 (INE, 2010).

A partir de este afio y debido a la crisis econémica que atraviesa el pais,
se ha visto disminuido paulatinamente el nimero total de inmigrantes que
recibe. A pesar de este hecho el fenémeno inmigratorio sigue siendo muy

patente en la Comunidad Valenciana y de los mayores porcentajes de Espafa.
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Tanto en el afio 2012 como en el 2013 el ntmero total de nuevos
inmigrantes acogidos por nuestra comunidad, segtin datos publicados por el

INE fue de mas de 37.000 por afio. (INE, 2013).

2.2. JUSTIFICACION DEL CRIBADO NEONATAL DE ANEMIA
FALCIFORME EN NUESTRO MEDIO

En la Comunidad Valenciana se ha producido durante los altimos afios
un crecimiento paulatino del niamero de hijos de inmigrantes, que esté referido
en la tabla 2. Dicho crecimiento se ha visto frenado en los dos ultimos afios

debido a la crisis econémica y la vuelta a sus paises de algunos inmigrantes.

La Comunidad Valenciana es la cuarta comunidad auténoma espafiola
que mas ha crecido y la segunda en cuanto a porcentaje de poblacién extranjera
en Espafia, segin se desprende de los datos provisionales del avance del
padrén realizado por el INE, lo que sitia la poblacion valenciana en casi
5.000.000 personas, segin datos de finales de 2012. De dicho total de poblacién,
mas de 37.300 personas, engloban el flujo migratorio publicado en ese
momento. En la siguiente se presenta la comparaciéon del nimero de poblacion
espafiola respecto de la extranjera y la importancia dentro del global de

poblacion total a finales del afio 2012 en nuestra comunidad.

Tabla 2. Poblacién espafiola, extranjera y total en las diferentes provincias de la

Comunidad Valenciana a finales de 2012.

Provincia Espaiioles Extranjeros Poblacién total
Alicante 1.471.300 472.610 1.943.910
Castelléon 604.564 111.598 716.162
Valencia 2.580.792 298.804 2.879.596
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Si se observa el origen de los grupos con mayores flujos migratorios, se
detecta como los grupos mayoritarios son el europeo, seguido del africano,
sudamericano y asiatico. Los grupos de inmigrantes provenientes de Africa,
América (mayoritariamente Sudamérica) y Asia, son los que a priori pudieran
presentar mayores diferencias étnicas respecto de la poblacién autéctona y
teniendo en cuenta la importancia que tienen dentro de flujo migratorio total se

considera importante su estudio exhaustivo dentro del presente trabajo.

Es importante para el presente estudio, evaluar la distribucién por edad
de cara a la prevenciéon de enfermedades o detecciéon precoz de las mismas
mediante la realizacién de un cribado neonatal. La distribucién por edades de la
poblacion extranjera de la Comunidad Valenciana queda reflejada en la

siguiente tabla:

Tabla 3. Poblacién inmigrante de la Comunidad Valenciana Enero 2013.

Distribucién por edad y origen. INE

(]Z:Z(:) Europa Africa América Asia Oceania | Apatridas
0-15 60481 32155 18251 8036 70 12
16-44 230152 73026 95900 27227 172 57
45-64 141867 15444 26757 5863 89 8

65 122648 1211 3896 539 29 1
Total 555148 121836 144804 41665 360 78

El grupo de edad que comprende a los inmigrantes cuyas edades oscilan

entre los 16 y los 44 afios, es el grupo mayoritario en todos los origenes
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estudiados. Dicho conjunto de sujetos posee mayor esperanza reproductiva y
por tanto estos podrian ser futuros padres, cuyos hijos se beneficiarian del

cribado neonatal de células falciformes.

A continuacién se presentan los datos correspondientes a la poblaciéon
inmigrante de la provincia de Alicante, obtenidos del padréon publicado en
Enero de 2013. El patrén observado anteriormente de forma global en toda la
Comunidad Valenciana se repite en el caso particular de la provincia de
Alicante: el grupo mayoritario es el europeo, seguido del africano, americano
(mayoritariamente poblacion de América latina) y asidtico. En cuanto a los
grupos de edad sigue siendo el mayoritario el que engloba a los inmigrantes

cuyas edades se comprenden entre los 16 y 44 afios.

Estos datos han sido obtenidos de las publicaciones realizadas por el
Instituto Nacional de Estadistica, al igual que los anteriores y que estan

disponibles en su pagina web www.ine.es.

Tabla 4. Estadistica del padréon de Alicante a 1 de enero de 2013 referida a la

poblacién extranjera. Distribucion por edad y origen. Datos recogidos del INE.

(]j::l) Europa Africa | América Asia Oceania | Apatridas
0-15 29814 14145 7260 2998 18 3
16-44 101954 32915 38126 10515 37 22
45-64 96099 7409 11452 2295 44 3

65 111544 608 1891 244 20 1
Total 339411 55077 58729 16052 119 29
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Realizando un estudio del nimero de nacimientos en funcion del origen
de la madre durante los Gltimos afios (datos recogidos en la tabla 5), se detecta
una ligera disminucién del nidmero de nacimientos. Dentro de los resultados
reflejados se perfila como mayoritario el grupo de madres originarias de
Europa (principalmente de Europa del este), seguido por los grupos de América

Central y del Sur y Africa del Norte.

Tabla 5. Evolucién de los nacimientos segtin &rea de procedencia de la madre.
Comunidad Valenciana.

Espaﬁa 39.033 37.966 36.738 34.149
Africa del Norte 2964 2674 2.552 2.218
Africa Subsahariana 519 433 407 392
América Central y del Sur 3667 3.468 3.138 2.870
Ameérica del Norte A 21 25 17
Asia 552 568 521 510
Europa del Este 3.061 2.807 2743 2.447
Europa Occldental 1.176 1.047 1.021 875
Oceania 9 9 8 ]
Oriente Medio

A continuacién se presenta un diagrama de barras correspondiente a la
distribucién de la poblacién nacional y extranjera con edades inferiores a los 18

anos:
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% 100+

Alicante Castellon Valencia

m Espafioles O Extranjeros

Fuente: Demog y ion, Cifras de ion y Censos 2} Instituto Nacional de Estadistica. www.ine.es

Figura 7. Distribucion de la poblacién menor de 18 afios de

progenitores extranjeros de la Comunidad Valenciana, 2011 OSIP.

Se observa un porcentaje de poblacién con edades inferiores a los 18 afios
notablemente superior en las provincias de Alicante y Castellén con valores de
189% y 20.7% respectivamente respecto de la Valenciana, la cual supera

levemente el 11,5%.

Centrando el estudio a continuacion del total de poblacién comprendido
entre los 0 y 4 afios (poblacién que incluiria a aquellos nifios que serian
candidatos a beneficiarse del cribado neonatal) en el periodo de 2000 a 2011 se

observa un aumento notable del porcentaje de poblacién extranjera.
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Tabla 6. Porcentaje de poblacion segtin nacionalidad en la Comunidad

Valenciana, 2000-2011. OSIP.

Residentes 0- 4 afios
Ano % Espanoles % Extranjeros
2000 98.30 1.70
2001 97.59 241
2002 95.72 4.28
2003 93.68 6.32
2004 92.39 7.61
2005 90.95 9.05
2006 89.91 10.09
2007 88.31 11.69
2008 86.30 13.70
2009 85.37 14.63
2010 84.97 15.03
2011 84.56 15.44

Estos datos han sido publicados por Observatorio de Salud Infantil y
Perinatal (OSIP) 'y estan disponibles en su péagina  web:

www.sp.san.gva.es/osip/.

Todos estos datos han conducido a la implantacion del Cribado

Neonatal de Anemia Falciforme en la Comunidad Valenciana desde febrero del
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afio 2012, asi como su progresiva generalizaciéon en Espafia, siendo una de las
siete enfermedades que se consideran deben figurar en la “Cartera de

Servicios” por el Ministerio de Sanidad.

Realizar un cribado neonatal correctamente es esencial. Para poder
llevarlo a cabo, es imprescindible disponer de valores de normalidad
especificos, que tengan en cuenta al menos, las variables mds importantes. La
obtencion de percentiles y valores de normalidad en la poblacién y su
instauracion en los programas de cribado neonatal, facilitard el posterior
estudio de nuevos recién nacidos, posibilitando la automatizacién del proceso
con el consiguiente aumento en la velocidad de obtencién y comunicaciéon de

los resultados.

La consecucion de percentiles de normalidad para las diferentes
poblaciones estudiadas posibilitard tanto evitar la realizacion de estudios
posteriores de confirmacion, como el consiguiente ahorro econémico para el
sistema sanitario. Todo ello a través de acciones como el establecimiento precoz
de tratamientos preventivos, ya sean farmacolégicos como de tipo higiénico
sanitarios. De esta forma se podria mejorar la calidad de vida de los nifios
afectos y disminuir, en la medida de lo posible, futuros problemas de salud mas

complejos.

Una vez obtenido el diagnéstico de una hemoglobinopatia y llegados los
recién nacidos afectos a la madurez (siempre y cuando den su consentimiento)
se puede llevar a cabo el consejo genético cuando se planteen tener
descendencia. Esta es una cuestién de especial importancia, sobre todo a nivel
de los pacientes heterocigotos, ya que la ausencia de clinica en la mayoria de
casos puede dar lugar a que el problema sea tenido en baja consideracion y sea
pasada por alto la posibilidad de tener descendencia homocigota en el caso de
que el otro progenitor también sea portador de una hemoglobina anormal

(Grossman, 1985; Yang, 2000).
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Tan importante o mas que el asesoramiento a nivel de descendencia
futura en un portador, es el asesoramiento de los padres de un nifio afecto. La
importancia radica especialmente en el hecho de que un buen conocimiento del
problema del recién nacido y la puesta en marcha de terapias preventivas son
esenciales para la calidad de vida del neonato (Tchernia, 2008). Actuaciones
como la palpacion de bazo, el uso profilactico de antibiéticos o el buen abordaje
de los procesos febriles, realizadas antes de los 4 meses de edad, ya se

recomendaban afos atras por expertos (Miller, 1990).

En la actualidad se recomiendan como intervalo de tiempo 6ptimo para
instaurar el tratamiento de la anemia falciforme desde el momento del
nacimiento hasta el mes de vida (Ministerio de sanidad: Grupo de trabajo de la
Comision de Salud Publica para el desarrollo del Sistema de Informacion sobre

Cribado Neonatal, 2013).

Un cribado neonatal posibilita el diagndstico precoz, el cual asociado a
un programa de educacion paterna, ayuda a disminuir notablemente la
morbilidad y mortalidad provocadas por alteraciones hemoglobinicas, por

tanto son esenciales para la calidad de vida del recién nacido (Lang, 2009).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Como hipétesis de trabajo se propone que: las proporciones de las
diferentes hemoglobinas en el neonato varian con la edad gestacional, los dias
de vida y el origen étnico materno, asi como con la presencia de hemoglobinas

andmalas.

3.2. OBJETIVO GENERAL

Se ha definido como objetivo general del presente trabajo, el estudio de
los percentiles de normalidad en las proporciones de las diferentes
hemoglobinas presentes en el neonato analizadas mediante el cribado neonatal

y su variacion causada por la presencia de hemoglobinas anémalas.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Estudiar la variacién de los porcentajes de las diferentes
hemoglobinas en sangre desecada sobre papel en recién nacidos con la edad
gestacional.

o Estudiar la variacion de los porcentajes de las diferentes
hemoglobinas en sangre desecada sobre papel en recién nacidos con los dias

de vida.
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o Estudiar la variacion de los porcentajes de las diferentes
hemoglobinas en sangre desecada sobre papel en recién nacidos con el
origen étnico materno.

e Indicar los parametros automatizables para descartar una
transfusion sanguinea en el neonato como motivo de muestra no valida.

e Analizar las variaciones de los porcentajes de las hemoglobinas
normales en presencia de las formas anémalas S, C, D y E.

e Analizar el riesgo de portadores S, C, D y E segtn el origen

materno.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. POBLACION

El presente estudio se realiz6 con las muestras de sangre desecada sobre
papel Whatman 903 para el cribado neonatal de todos los recién nacidos en el
HGUA en un periodo completo de un afio desde febrero de 2012 a febrero de
2013, estando constituida por n=16483 muestras, todas ellas con consentimiento
informado de los padres, segtin consta en la ficha de obtencién de las muestras,
y con una cobertura superior al 99% de los recién nacidos en la provincia de

Alicante, segtn afios precedentes.

De estas muestras de neonatos se recogieron los datos: edad gestacional,
dias de vida en el momento de la extraccion, origen étnico materno, peso al
nacimiento y sexo, todos ellos constan en la ficha del recién nacido entregada a
los padres para la realizacion del cribado neonatal de enfermedades
metabolicas, anonimizando a partir de este momento todos los datos de forma
que a continuacién es imposible su filiacién y utilizando los datos tinicamente

con fines estadisticos.

4.1.1. Criterios de inclusion de las muestras:

Todos los recién nacidos en la provincia de Alicante y cuyas muestras
han sido remitidas al Centro de Cribado Neonatal del Servicio de Andlisis
Clinicos del HGUA, en un periodo completo de un afio desde el inicio del
cribado neonatal de anemia falciforme: Febrero de 2012 a Febrero de 2013, que

cumplan las siguientes condiciones:
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. Muestras recibidas de sangre desecada sobre papel en el
laboratorio de Cribado Neonatal del Hospital General Universitario de
Alicante, lo que supone todas las muestras realizadas a los recién nacidos de la
Provincia de Alicante.

. Nifios en los que la muestra de sangre desecada sobre papel

cumplia con los criterios de calidad preanalitica definidos (Espada, 2001).

4.1.2. Criterios de exclusion de las muestras:

. Recién nacidos cuyos padres no hayan dado su consentimiento
tirmado para la realizacion del cribado neonatal.

. Muestras de recién nacidos que correspondan a repeticiones para
confirmar diagnostico.

. Muestras en las que figura que el recién nacido ha sido sometido a

transfusion sanguinea antes de la toma de la muestra para el cribado neonatal.

4.1.3. Muestreo:

Las muestras objeto del presente estudio corresponden a todos los recién
nacidos en los diferentes hospitales de la provincia, tanto de la red de sanidad
publica como de la privada y siguiendo tanto el protocolo de la Conselleria de
Sanidad de la Comunidad Valenciana, como los criterios de calidad en la toma

de muestras (Galbe Sanchez-Ventura, 2009).

Como paso previo a la extracciéon, se cumplimenté el formulario
especifico utilizado de rutina por el programa de Cribado Neonatal de la
Comunidad Valenciana en el cual constan tanto los datos de identificaciéon

como los datos clinicos del nifio.
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Las muestras obtenidas cada dia se conservaron en condiciones
adecuadas hasta el envio al laboratorio para su procesamiento. Todos los
hospitales tienen al menos dos dias semanales de envio al laboratorio de

cribado mediante mensajeros especificos.
Una vez en el laboratorio, el procesado de las mismas incluye:
- Numeraciéon/ identificacion de las muestras.

- Traslado de los datos del nifio recogidos en la ficha en papel
proporcionada por la Conselleria de Sanidad a la aplicaciéon informatica

especifica de la Conselleria (MetaB).

- Andlisis de las muestras mediante el método analitico descrito

posteriormente.

- Introduccién del resultado cualitativo obtenido en la ficha

informatizada del nifio de la aplicacién informatica MetaB.
Todo este proceso se realiz6 siguiendo los protocolos del laboratorio:

. PNT-CN-01: "Recepciéon de muestras, identificacion y registro
informaético" (Anexo 2).
. PNT-CN-08: "Determinaciéon de Anemia falciforme en sangre

desecada en papel de filtro con el VARIANTnbs" (Anexo 3).

Con la finalidad de llevar a cabo el estudio presente de forma rigurosa y
ordenada, se cre6 un archivo Excell al que se trasladaron los resultados
cuantitativos de las distintas hemoglobinas de las muestras que cumplieron los
criterios de inclusién y exclusién establecidos, junto con los datos pertinentes
(EG, dias a la toma de muestra, sexo, peso y origen étnico de la madre) de

forma totalmente anénima y no filiable.
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Con las muestras obtenidas se definieron distintos subgrupos atendiendo

a las variables:
- Sexo: nifios y nifias.

- Grupos de edad gestacional: se efecttio la division de las muestras
seglin edad gestacional considerando a los nifios con edad gestacional inferior a
32 semanas recién nacidos muy pretérmino (RNMPT), de 32 a 37 semanas
pretérmino (RNPT) y de 37 en adelante recién nacidos a término (RNT) (Avery,
1988; Saenz 2008).

- Origen étnico de la madre, para ello se establecieron los grupos segtin
regiéon de origen divididos en: FEspafia, Norte de Africa, Sudafrica,

Latinoamérica, Resto Europa y Asia.

- Tipos de hemoglobinas: normales, patrén anormal de las Hb neonatales
y con porcentaje de Hb anormales C, D, E y S, considerando valor anormal

igual o superior al 1%.

Pueden no coincidir los totales en cada una de las divisiones por
subgrupos, pues puede faltar alguna de las variables en la ficha del recién

nacido como edad gestacional, dia de extraccién o pais de origen de la madre.

4.2. DETERMINACIONES ANALITICAS
4.2.1. Método de identificacion de hemoglobinas de sangre desecada:

La deteccion y cuantificacion de las diferentes hemoglobinas presentes
en el neonato se realiza mediante el kit VARIANT nbs Sickle Cell Program” de

Bio-Rad. Dicho kit, proporciona un método integrado para la preparacién de
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muestras y para la separaciéon y determinacién del porcentaje relativo de

determinadas hemoglobinas en muestras de sangre eluidas.

El proceso se lleva a cabo sobre muestras de sangre desecadas sobre
papel y segtin el protocolo del laboratorio de analisis clinicos del Hospital
General Universitario de Alicante que se presenta en los anexos, siguiendo las
normas relativas a la calidad y competencia (AENOR 2007), documento PNT-
CN-08 “Determinacién de anemia falciforme en sangre desecada en papel filtro

con el VARIANTnbs” (Anexo 3).

Utiliza los principios de la cromatografia liquida de alta resoluciéon de
intercambio catiénico (HPLC) para la separaciéon y la determinacion de
hemoglobinas F, A, C, D, E/Az> y S. Cada tipo de Hb tiene un tiempo de
retencion caracteristico, a excepciéon de HbE y la HbA; que eluyen en un mismo
pico por tanto son indiferenciables entre si. El tiempo de retencién se mide
desde el momento de la inyeccién de la muestra hasta el punto méximo de cada
pico. La identificacion de hemoglobinas desconocidas se lleva a cabo,
comparando su tiempo de retencién con el de hemoglobinas conocidas,

analizadas en el mismo sistema.

Dos bombas de doble piston hacen llegar una solucién tamponada al
cartucho de analisis y al detector. Las muestras se extraen de eluidos de
manchas de sangre en pocillos de microplacas y se introducen en el circuito de

andlisis mediante la inyeccién automatica.

Entre una inyeccién de muestra y la siguiente, la aguja se lava con una
solucion especial para eliminar el riesgo de arrastre. La muestra es transportada

por el tampon hasta el cartucho de analisis, donde se separan sus componentes.
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Los componentes separados atraviesan el detector de longitud de onda
doble, donde se mide su absorbancia a 415 nm. Como técnica para minimizar el

ruido de fondo, se emplea una longitud de onda secundaria a 690 nm.

Los datos de absorbancia se transmiten del detector al PC y el software
GDM los muestra como un cromatograma a tiempo real (grafico de tiempo
frente concentracién). Los datos procesados finalmente se incorporan a un

informe impreso, que contiene la siguiente informacién:

- Un resumen completo de los componentes detectados en la muestra

(identificacion de picos, tiempo de retencién, porcentaje relativo, drea).
- El cromatograma de la muestra.
- La fecha y la hora del anélisis.

- El namero del vial y la identificacién de la muestra.

4.2.2. Expresion de resultados
Los resultados se expresan en forma de fenotipo.
Tipos de fenotipo:
- FA: resultado normal en neonato, libre de hemoglobinas anémalas.
- FAS: posible portador de Hb S, heterocigoto S o rasgo falciforme.
- FS: posible forma homocigota de Hb S o anemia falciforme.
- FAC: posible forma heterozigota o portador de Hb C.

- FAD: posible forma heterocigota o portador de Hb D.
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- FAE: posible forma heterocigota o portador de Hb E.

Y las posibles combinaciones de dos de dichas mutaciones o formas

homocigotas.

- AF: indica mayor porcentaje de hemoglobina de adulto frente a la fetal,
este es el perfil tipico tras una transfusién sanguinea. Este caso es importante
tenerlo presente, pues aunque se da como norma en las especificaciones de la
toma de muestra indicar las trasfusiones, siendo un caso de exclusién de la
muestra para el cribado neonatal. Sirve para descartar muestras que hayan sido

tomadas erréneamente y no comunicada dicha circunstancia en la ficha.

4.2.3. Controles de calidad del método
4.2.3.1. Control interno de la calidad

En cada serie analitica se introducen dos marcadores al principio y al
final de la placa: FAES y FADC, incluidos en el kit “VARIANTnbs Sickle Cell
Program” en forma de liofilizados que son estables hasta la fecha de caducidad

sin reconstituir.

Tras la reconstitucion con 5 ml de agua destilada, mantienen su

estabilidad durante 21 dias a 2-8 °C.

Todos los analitos de los marcadores de retencion deben ser
correctamente identificados. Ello implica que para el control FAES se deben de
identificar picos correspondientes a las hemoglobinas F, A, E/ A2y S, del mismo
modo que para el control FADC deben identificarse los picos correspondientes

aF,A,DyC
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4.2.2.2. Control externo de la calidad

Basado en controles externos en los que hay que verificar inicamente la

presenciade Hb A, F,C, D, E/A», S.

4.2.4. Criterios de aceptabilidad de las determinaciones:

Todos los analitos de los marcadores o controles deben ser identificados
correctamente. Tras la aceptacion de los controles se evaltan las muestras para
comprobar el fenotipo correspondiente. Seran aceptadas e informadas como

normales todas aquellas muestras que correspondan al fenotipo FA.

Aquellas que presenten alguna anomalia respecto a dicho fenotipo, son
remitidas a su posterior confirmacién mediante electroforesis capilar con la
misma muestra, siendo descartada si se muestra fenotipo normal FA o repetida

en una nueva muestra caso de confirmacién de cualquier otro fenotipo.

4.2.5. Limitaciones de la técnica

-El programa Variant Sickle cell Program permite la separacion de
hemoglobinas normales y de las variantes mas comunes de Hb. Con cada serie,
se establecen intervalos de tiempo de retencién para las Hb F, A, S, D, C y E.
Dentro de esos intervalos pueden darse también otras variantes menos

frecuentes.

-Para lograr una confirmacion positiva de una variante de Hb concreta,
quizd resulte necesario el uso de una técnica diferente o, incluso la
secuenciacion de los aminoécidos de las cadenas de globina en algunos casos

puntuales.
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-Los resultados de las muestras de pacientes que hayan recibido una
transfusion pueden ser engafiosos. La sangre de una transfusion puede
enmascarar la sangre de paciente normal, de portador de hemoglobina anémala

ya sea en calidad de homocigosis como de heterocigosis.

-Los resultados de las muestras de pacientes neonatales prematuros
pueden ser engafiosos. Los prematuros pueden presentar niveles muy bajos de
Hb adulta al nacer, por debajo del limite de deteccion. En estos casos se debe
solicitar una nueva muestra unos meses mds tarde, para que haya tenido
tiempo el organismo de eliminar los eritrocitos provenientes de la transfusion y
haya generado los suyos propios. En concreto, en la documentacion facilitada
por el fabricante y que acompania al programa Variant nbs Sickle Cell Program,

la recomendacion es el anélisis de una nueva muestra a los 3-6 meses de edad.

-Los picos identificados como “otros” (“Other”) y “desconocidos”

(“Unknown”’) sélo se incluyen a titulo informativo.

-La aplicacion de las reglas de patrén elaboradas por Eastman et. Al. 1996
es opcional (Eastman, 1996). La asignacién de patrén resultante del empleo de
valores predeterminados o definidos por el laboratorio debe ser validada por el

laboratorio antes del uso.

4.2.6. Criterios de rechazo y repeticion de las determinaciones:

En los siguientes supuestos se llevard a cabo la repeticion de la

determinacién en la misma muestra:

- Si durante la evaluacion de las muestras se detecte un pico dudoso o en

caso de que se sospeche de la variacion de los picos de retencion.

- Si el resultado dado por el equipo es “not determined” o “low area”.
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- Si aparece algun fenotipo anémalo diferente al normal (FA), en este
caso se guardardn las muestras congeladas para comprobar mediante una

técnica de confirmacion el resultado.

4.3. TECNICA DE CONFIRMACION: ELECTROFORESIS CAPILAR

Todas aquellas muestras analizadas mediante el sistema VARIANT, en las
cuales se hayan identificado fenotipos anémalos serdn sometidas a un

reprocesamiento con el sistema autoanalizador “CAPILLARYS 2" de Sebia.

La tecnologia utilizada por el equipo es la electroforesis capilar, la cual

permite:

- La separacion en relaciéon a la relacion carga eléctrica mediante la

aplicacion de un alto potencial eléctrico a través de un capilar de Silice.

- La identificaciéon de los diferentes tipos de hemoglobinas presentes en
la muestra, segin su posicién o zona de migraciéon respecto a las diferentes
hemoglobinas presentes en los controles. Permite la diferenciacion de los picos
correspondientes a HbE y HbA, separacion que no es posible mediante HPLC

ya que eluyen a la vez dando lugar a un pico indiferenciable.

4.3.1. Analisis y expresion de los resultados:

Las variantes de hemoglobina contenidas en la muestra son identificadas

segin la zona de migracion respecto a la hemoglobina A del control AF.
Fenotipos posibles:

-FA: resultados normales
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-FAS, FS, FSC, FAC, FAD, FAE: portadores de hemoglobinas anémalas

en forma hetero u homocigota segtn el caso y sus posibles combinaciones.

-AF: hemoglobina A predominante, indica la existencia de una

transfusién sanguinea.

4.3.2. Control de calidad del método: control interno:
En cada serie de determinaciones se ponen dos tipos de controles:
-Control Hb AF: funcién de marcador de migracion.

-Control ASFC: funcién de identificador de los picos de las diferentes

hemoglobinas.

Se presenta en forma de liofilizados cuya estabilidad permanece intacta
hasta la fecha de caducidad del envase. Se reconstituyen con 1 ml de agua

desionizada, y se conservan a -20 °C.

4.3.3. Criterios de aceptacién y evaluaciéon de resultados:

Todos los analitos de los controles deben estar correctamente

identificados.

Tras la validacion de los controles se evaltan las muestras para

identificar el fenotipo de los resultados obtenidos.

Si todos los picos son correctamente identificados y son coincidentes con

los identificados mediante HPLC, se acepta el resultado como valido.

83



PERCENTILES DE NORMALIDAD DE LAS HEMOGLOBINAS NEONATALES.

4.3.4. Criterios de repeticion:
Situaciones ante las cuales se repetiria el analisis:
-Ante la aparicion de algtn pico dudoso se repite la determinacién.
-Si el fenotipo no coincide con el determinado por HPLC.

En aquel caso en que tras la repeticion el resultado sigue siendo dudoso,

se rechaza la muestra y se solicita una nueva.
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5. RESULTADOS

5.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA TOTAL ESTUDIADA

La muestra estudiada presenta unas distribuciones respecto al sexo, que

queda reflejada en la tabla siguiente:

Tabla 7. Frecuencia y porcentaje en funcién del sexo.

Nifnos 8418 51,1
Ninas 8065 48 9
Total 16483 100,0

Por edad gestacional la distribucion queda reflejada de la siguiente

forma:

Tabla 8. Frecuencia y porcentaje en funciéon de la edad gestacional.

<32 177 11
>32<37 1893 12

> 37 13780 86,9

Total 15850 100,0
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En funciéon del origen étnico de la madre las muestras quedan

distribuidas del siguiente modo:

Tabla 9. Frecuencia y porcentaje en funciéon del origen étnico materno.

Espana 12702 77,1
Resto Europa 1318 8,0
Latinoamérica 1017 6,2

AfricaN 1054 6,4
Africa S 104 0,6
Asia 285 1,7
T 480 100,0
Ll 2 i

5.2. ESTUDIO DE LAS MUESTRAS NORMALES

De la muestra total estudiada n=16.483, se ha encontrado que el 98,8% de
las muestras analizadas no requieren un andlisis posterior y salen del programa
de cribado neonatal como normales segtn el diagrama de flujo y 1.2% requieren
un analisis pormenorizado de las anomalias en las Hb encontradas, al poseer
valores de las Hb anormales igual o superior al 1%. Como ejemplo, se presenta
un cromatograma de una muestra de sangre normal (Figura 8) y los porcentajes

de las Hb encontradas en la misma (Tabla 10).
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Figura 8. Cromatograma muestra neonatal normal: perfil FA.

Tabla 10. Representacion de los parametros y %Hb del perfil cromatografico

FA.
=
Peak Peak Name Retention Height Area Area%
Time (min)
1 FAST 0.111 33811 85674 4.5
2 Unknown 0.200 11023 16942 0.9
3 F1 0.284 93602 378671 19.7
4 F 0.494 404795 992579 51.6
5 Unknown 0.648 8987 18255 0.9
6 A 0.786 149268 432547 22.5
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5.2.1. Porcentajes de las hemoglobinas normales en grupo control:
¢ Distribucion de los porcentajes de Hb F1

Se puede observar, tras la aplicacion de la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov (p< 0,000) con una media de 19,5 y una desviacién
estindar de 3,3, que los valores de los porcentajes F1 no presentan una

distribuciéon normal.

La distribucién queda reflejada en la siguiente figura:

— Normal
Media = 19,501
Desviacion estandar = 33007
N=18.285

6.000,0

4.000,04

Frecuencia

2.000,09

0.0y T 1 T T T T T T T
0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500

%F1

Figura 9. Distribucion de los valores de F1 en el grupo control (n= 16286).
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e Proporciones de F

Los valores de porcentajes de F no presentan una distribuciéon normal
seglin la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (p< 0,0000) con una
media de 57,2 y desviaciéon estandar de 9,3. Quedando la distribucién de F

reflejada en la siguiente figura:

w— Normal
Media = 57 158
Desviacion estindar= 02518
10.000,04 — N=16288
8.000,04
32
o
c 600004
o
3
o
[
-
w
4.000,04
2.000,04
&5 /

L Al T 1 \ T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
% F

Figura 10. Distribucién de los valores de F en el grupo control (n= 16286).
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e Proporciones de A

Tras la aplicacién de la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov
(p< 0,000) con una media de 17,4 y una desviacién estandar de 6,3, se puede
afirmar que los valores de los porcentajes A no presentan una distribuciéon

normal. Quedando reflejada la distribucién en la siguiente figura:

s ot mal
Media = 17,383
Desviacion estandar = 0,208
$.000,04 N= 16288
4.000,04 \
3
£ 30000
LY
3
[
Ry
-
w
20000
1.000,04
00 T T T T T 5 . T T T
0 S50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
% A

Figura 11. Distribucion de los valores de A en el grupo control (n=16286).
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Atendiendo a la distribucion las citadas hemoglobinas se puede
presentar la siguiente tabla, la cual refleja la media y la desviacién estdndar,
junto a la mediana, los minimos y los maximos de ellas en ausencia de formas

andmalas:

Tabla 11. Distribucién de % F1, % Fy % A en ausencia de formas anémalas.

% F1 19,5 2,8 19,6 3,7 37,1
% F 57,0 5,2 57,3 19,8 77,6
% A 17,3 6,0 16,6 2,5 52,1

Se puede observar como tipo predominante de hemoglobina en el

neonato el F, seguido del F1 y como minoritario el tipo A.

Calculando los percentiles para el total de las muestras normales se

obtienen los siguientes resultados:

Tabla 12. Percentiles de los valores de % F1, % Fy % A en ausencia de formas

anormales.

14,8 15,8 17,5 19,6 21,5 23,1 24,0
48,0 50,2 53,7 57,3 60,7 63,4 65,1
8,8 10,3 13,0 16,6 21,0 25,5 28,5
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La aplicacion los percentiles de normalidad obtenidos, explica el motivo
de la necesidad de rechazo de aquellas muestras de pacientes sometidos a

trasfusién sanguinea.

Con estos valores de normalidad es posible distinguir con facilidad, e
incluso automatizar la exclusion de recién nacidos a los que se les ha realizado
una transfusion de sangre, que supone una muestra no valida, aunque no lo
hayan hecho constar en la ficha informatizable recogida en el momento de la

extraccion de muestra.

Como ilustraciéon se presenta el cromatograma de un recién nacido al
que se le ha realizado dicha transfusion (Figura 12). En la tabla de percentiles de
las distintas hemoglobinas de la muestra analizada (Tabla 12), se observa como
los valores de HbA de 51,6% estdn claramente por encima de los percentiles de
normalidad. Para mayor seguridad, se observa también que el valor de HbF es
de 23,2%, muy inferior al percentil 5 de los valores de normalidad, asi como el

de HbF1 de 9,4% también inferior al percentil 5 de normalidad.
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Figura 12. Cromatograma de patron AF (post-transfusion).

Tabla 13. Representacion de los parametros y % de Hb del perfil cromatografico

AF.
E, = _— = = EL =

Feak — Peak Name Ketention Height Area Areat
Time (min)

1 FAST 0.107 33758 79068 62

2 F1 0.273 34909 119467 04

3 T 0201 T08658 303063 730

3 OTHER(1) 0.653 28441 00546 78

3 X 0.779 3188 830177 16

6 E/AD 0036 6020 23832 10

Al comparar los Area % de F, F1 y A se observa claramente c6mo sus
valores quedan fuera del rango de los percentiles de normalidad obtenidos en
el estudio, demostrandose asi, que la exclusiéon de las muestras de neonatos

sometidos a transfusion ha sido acertada.
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5.2.1.1. Distribucién de las hemoglobinas normales en funcién de la variable

cuantitativa: EG

En base al estudio de las muestras segiin edad gestacional se observan
en la siguiente tabla las distribuciones de los porcentajes de las Hb normales. Se

estudian tres grupos: EG < 32, EG 32-37 y EG > 37.

Aplicando nuevamente la prueba de Kurskal-Wallis para muestras

independientes se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 14. Distribucién de %F1, %Fy %A en funcién de la EG.

% F1 21,2 (3,5) 20,7 (2,8) 19,3 (2,8) 0,000
% F 60,9 (7,6) 61,2 (4,2) 56,5 (5,0) 0,000
% A 11,1 (8,3) 11,9 (4,1) 18,2 (5,7) 0,000

El resultado de la comparacién entre los tres grupos estudiados es la
existencia de diferencias muy significativas en funcién de la edad gestacional

(p= 0,000).

Se aprecia como, a la vez que aumenta notablemente la presencia de
hemoglobina A con la edad gestacional, disminuyen las hemoglobinas F1 y F.
Cabe destacar la presencia de un ligero repunte en el %F en el grupo
correspondiente a EG= 32-37, este hecho a priori no esperable serad analizado en

la discusion de los datos.

Un dato importante a tener en cuenta es que, pese a las diferencias tan
significativas encontradas en los porcentajes de hemoglobinas neonatales

estudiadas respecto de la edad gestacional, en todos los casos los resultados
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obtenidos siguen estando comprendidos dentro de los percentiles de

normalidad obtenidos en el presente estudio.

Se puede observar claramente en la siguiente tabla como se distribuyen

los percentiles de normalidad en los tres grupos de edad gestacional estudiada:

Tabla 15. Comparativa entre los porcentajes de las diferentes Hb en funcién de

EG y los percentiles de normalidad obtenidos.

% F1 21,2 (3,5) 20,7 (2,8) 193 (28) | 148 | 240
% F 60,9 (7,6) 61,2 (4,2) 56,5(50) | 48.0 | 65.1
% A 11,1 (8,3) 11,9 (4,1) 18,2 (5,7) 88 | 285

5.2.1.2. Distribucion de las hemoglobinas normales en funcién de la variable

cuantitativa dias de vida:
A partir de los dias de vida del recién nacido se obtienen dos subgrupos:
- £ 7 dias: recién nacidos con siete dias de vida como maximo.
- > 7 dias: recién nacidos de mas de siete dias.

En la siguiente tabla se describe la distribuciéon de las distintas

hemoglobinas en funcion de los dias de vida del recién nacido:
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Tabla 16. Distribucién de %F1, %F y %A en funcién de los dias de vida.

% F1 19.4 (2.8) 19.4 (3.2) ns
% F 57.0 (5.2) 57.8 (6.8) 0.000
% A 17.4 (5.9) 16.3 (7.8) 0.000

Aplicando la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney se obtienen los

datos contenidos en la tiltima columna de la tabla.

Se observa como, para el caso concreto de la HbF1, no se han detectado
diferencias ya que permanece constante entre los dos grupos estudiados. En los
porcentajes de HbF y HDbA si existen diferencias significativas, cabe destacar

que los resultados esperables a priori son diferentes a los obtenidos.

Dada la evolucién de los porcentajes de Hb estudiados anteriormente y
conociendo cémo evolucionan los diferentes tipos de Hb tras el nacimiento, lo
esperable en el grupo de > 7 dias seria una menor proporcién de HbF y HbF1,

junto a una mayor proporciéon de HbA.

Los datos obtenidos no reflejan esta tendencia, la explicaciéon de dicho
fenémeno puede deberse a que la prematuridad puede contribuir a diferencias
en los dias de toma de la muestra. En estos casos de prematuridad, la toma de

muestras se suele llevar a cabo unos dias mas tarde.
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5.2.1.3. Distribucion de las hemoglobinas normales de muestras obtenidas

durante la primera semana, en funcion de la variable cuantitativa EG:

Se ha realizado el estudio homogenizando respecto a los dias de vida en
la toma de la sangre y respecto a la EG, tomando tnicamente las muestras de
sangre obtenidas durante la primera semana. Como resultado se obtienen las

distribuciones de porcentajes de Hb representadas en las siguientes figuras:

40,04

30,0

foo
{p
o

20,05

% F1

l
—

10,04

+ *® O

T T
RNMPT RNPT RNT

grupo EG

Figura 13. Distribucion de % F1 de muestras obtenidas en la primera semana de

vida neonatal en funcién de la EG.

Se puede apreciar graficamente una clara tendencia a la disminucién de
los % HDbF1 respecto de la EG en el grupo de neonatos de menos de 7 dias de

vida en la toma de muestra.
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Figura 14. Distribucion de % F de muestras obtenidas en la primera semana de

vida neonatal en funcién de la EG.

Nuevamente se aprecia una clara tendencia a la disminucién progresiva,

en este caso de los % F en el grupo de muestras tomadas dentro de la primera

semana tras el nacimiento.
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Figura 15. Distribucion de % A de muestras obtenidas en la primera semana de

vida neonatal en funcién de la EG.

En este caso se obtiene como resultado del estudio del %A respecto de la
EG dentro de los primeros 7 dias tras el nacimiento, un notable aumento del

% A con el aumento de la misma.

Aplicando en los tres casos la prueba de Kruskal-Wallis para muestras
independientes obtenemos para todos ellos una p= 0.000, confirmando asi la

gran significacion estadistica existente.

Queda de este modo patente la fuerte relaciéon inversa existente entre

edad gestacional y la presencia de hemoglobinas fetales.
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5.2.1.4. Distribucion de las hemoglobinas normales de muestras obtenidas de

recién nacidos a término, en funcion de la variable cuantitativa dias de vida:

Con la finalidad de eliminar la posible influencia de la edad gestacional
en los dias a la toma de la muestra, se ha realizado el estudio de los subgrupos:
neonatos de dias de vida menor o igual a 7 y de dias de vida mayor a 7
tnicamente incluyendo aquellas muestras provenientes de recién nacidos a

término.

Los resultados obtenidos se plasman en los siguientes diagramas y tabla:

30,09

25,0

20,0

15,07

% F1

10,0

5,09

* @@ O

T T
<7 dias > 7 dias

grupodiasvida

Figura 16. Distribucién del %F1 en RNT en funcién de los dias de vida.
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Figura 17. Distribucién del %F en RNT en funcién de los dias de vida.

Se observa notablemente una disminucién progresiva de los %HbF1 y

%HDF con el aumento de dias de vida.
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Figura 18. Distribucion del %A en RNT en funcién de los dias de vida.

Tras el estudio de las distribuciones de los diferentes tipos de Hb
neonatales tanto en el grupo de neonatos con menos de 7 dias de vida, como en
el de més de 7 dias, se pasa a evaluar las diferencias existentes o no entre
ambos. Aplicando en este caso la prueba U de Mann-Whitney para muestras

independientes obtenemos:

-En el estudio del %F1 p= 0.07, por tanto no existe significacién

estadistica relevante.

-En la evaluaciéon de %F se obtiene una p= 0.004, existiendo diferencias

significativas en este caso.
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-En el estudio de %A se ha alcanzado un valor de p= 0.011, existiendo
nuevamente diferencias significativas entre los dos grupos de poblacion

estudiados.
5.2.1.5. Valores respecto a la variable cualitativa origen materno:

Se analiza la posible influencia del origen materno en los valores de las
diferentes hemoglobinas neonatales, al no tratarse de distribuciones normales
se realiza el estudio estadistico mediante test no paramétrico, encontrando

valores que se expresan en la siguiente tabla:

Tabla 17. Distribucién de Hb F1, F y A en funcién del origen materno en

ausencia de Hb andmalas:

Espana
19.4 (2.8) 57.2 (5.2) 17.3 (6.0)
(n=12607)
Resto de Europa
19.9 (2.7) 56.9 (5.1) 16.8 (5.6)
(n=1305)
Latinoamérica
19.2 (2.9) 56.7 (5.5) 18.0 (6.3)
(n=989)
Africa Norte
19.6 (2.8) 56.1 (5.4) 18.0 (6.1)
(n=1021)
Africa Sur
18.9 (3.0) 56.9 (5.7) 18.0 (6.6)
(n=82)
Asia
18.9 (2.7) 56.3 (4.9) 16.8 (5.7)
(n=278)
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Tras la aplicacion del test de Kruskal-Wallis se obtienen para los tres
tipos de Hb presentes en el neonato, diferencias muy significativas. Dejando
patente la importancia del origen étnico en la distribucién de hemoglobinas

expresada por el neonato en sus primeros dias de vida.

Expresando los anteriores valores en diagramas se obtienen las

siguientes representaciones:
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Figura 19. Distribucién de HbF1 en funcién del origen materno en sangre de

recién nacidos sin alteraciones en hemoglobinas.
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Figura 20. Distribucién de HbF en funcién del origen materno en sangres de

recién nacidos sin alteraciones en hemoglobinas.
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Figura 21. Distribucién de HbA en funcién del origen materno en muestras de

recién nacidos sin alteraciones hemoglobinicas.
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5.3. ESTUDIO DE LOS PORTADORES ENCONTRADOS:

Los recién nacidos homozigotos o heterozigotos combinados son escasos,
en el presente estudio, durante el tiempo de recogida de muestras tinicamente
se diagnosticé un enfermo FSS, lo cual da una incidencia de drepanocitosis en la
provincia de Alicante de 1/16483, aunque dicha incidencia para ser
corroborada es necesaria la recopilacién de una muestra mucho mayor. Por ello,

para obtener factores de riesgo es necesario estudiar los portadores sanos.

Partiendo del total de las muestras incluidas en el presente estudio (n=
16483) se obtienen cinco subconjuntos, un subgrupo de sanos no portadores y

cuatro subgrupos con alguna de las alteraciones estudiadas en la hemoglobina.

La division se realiza en funcién de la ausencia o presencia de
hemoglobinas anormales y, en este tltimo caso, de cudl de ellas esté presente. A

continuacién se presenta cada uno de los subconjuntos acomparfiados por:

-Una figura, la cual representa el perfil cromatografico de cada uno de
ellos. En cada cromatograma se puede observar a diferentes tiempos de
retencion, la presencia de diferentes picos, correspondiente cada uno de ellos a

un tipo de Hb diferente.

-Una tabla en la cual se representan las diferentes informaciones
referentes al cromatograma, como el nombre del pico, el tiempo de retencion, el
peso, el area y el &rea%, la cual equivale al porcentaje de Hb a la cual

corresponda.

108



PERCENTILES DE NORMALIDAD DE LAS HEMOGLOBINAS NEONATALES.

-N: neonatos no portadores hemoglobinas anémalas:
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Figura 22. Cromatograma perfil FA.

Tabla 18. Representacion de los parametros y % de Hb del perfil cromatografico

FA.
[ Feak |  Feak Name |  Fetenmom | Height | Arvea | Areabs

Time (min}

1 FAST 0.111 33811 25674 45

2 Unknown 0.2040 11023 16042 0o

3 F1 0234 03602 378671 19.7

4 F 0.424 404705 Q02370 516

5 Unknawm 0.648 20n7 18255 e

6 A 0.735 140268 432347 225
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-C: neonatos portadores de hemoglobina C: a continuacién se presenta un
cromatograma en el que se observa el pico relativo a la HbC y sus porcentajes

en la tabla correspondiente:
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Figura 23. Cromatograma perfil FAC.

Tabla 19. Representacion de los parametros y % de Hb del perfil cromatografico

FAC.

n

FAST

135839

14083

Unknown
B!

249955

r

1817798

‘Unknown

9/38

OTHER(1)

32429

A

136430

(== B K= K7 O AVS (0] P

C

111021

110




PERCENTILES DE NORMALIDAD DE LAS HEMOGLOBINAS NEONATALES.

-D: neonatos portadores de hemoglobina D. Como muestra se presenta un
cromatograma en el que se observa el pico relativo a la HbD y sus porcentajes

en la tabla correspondiente:

rPan‘em.' FAD
Total Area: 2988637
06 .
J | - 50
] |
0.5
] | L 25
] |
044 NN % N N —
1 || HoF
‘ | L 0
0.34 I H?A
- 1 | FE.
= L=
2 HbF1 | HbD e §
s || 3 ]
024 | ,
E | l il
A il
] N ] ¢=]] . .50
0.1 fIort==(1 N 1
- i\ \ \ | "
e | \ J
] ? N e N G
0.0 75
01 ! . . . . 100
00 05 10 15 20 25 3.0
Time (min.)

Figura 24. Cromatograma perfil FAD.

Tabla 20. Representacion de los parametros y % de Hb del perfil cromatografico

FAD.
- ame ention t : Area
Time (min)

1 FAST 0.108 38065 91317 3.1
2 Fl 0.281 109286 412617 13.8
3 F 0.48%8 621915 1466521 491
4 Unknown 0.644 6921 17816 0.6
b] OTHER(]) 0.705 6600 10479 04
6 A 0.785 186341 565805 189
7 D 1.053 120439 409318 13.7
8 OTHER(S) 1.596 1927 14765 0.5

111



PERCENTILES DE NORMALIDAD DE LAS HEMOGLOBINAS NEONATALES.

-E: neonatos portadores de hemoglobina E. Como muestra se presenta un

cromatograma en el que se observa el pico relativo a la HbE y sus porcentajes

en la tabla correspondiente:
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Figura 25. Cromatograma perfil FAE.

Tabla 21. Representacion de los parametros y % de Hb del perfil cromatografico

FAE.
ame
Time (min)
1 FAST 0.109 2133 101395 38
2 Unknown 0.199 7662 10694 04
3 Fl 0.280 97063 379132 14.1
4 F 0488 508589 1240177 46.2
5 OTHER() 0697 200015 505547 188
6 A 0.786 177860 45745 16.6
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-S: neonatos portadores de hemoglobina S. Como muestra se presenta un
cromatograma en el que se observa el pico relativo a la HbS y sus porcentajes en
la tabla correspondiente, asi como de un homozigoto S en la figura siguiente, en

la que se observa la ausencia total de HbA.
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Figura 26. Cromatograma perfil FAS.

Tabla 22. Representacion de los parametros y % de Hb del perfil cromatografico

FAS.

El anélisis de las muestras obtenidas da una clara predominancia de los casos
de no portadores como era de esperar, siendo en porcentaje el 98,8%. El 1,2%
restante corresponde al conjunto de los portadores, siendo el grupo mas
relevante el correspondiente a los portadores E y el menos prevalente el

correspondiente al de portadores D.
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Se expresen la frecuencia y porcentajes de cada uno de ellos en la

siguiente tabla:

Tabla 24. Frecuencia y porcentaje de muestras normales y con Hb anormales C,

D,SyE 21%.
Subgrupo Frecuencia Porcentaje
N 16288 98,8
C 47 0,3
D 12 0,1
E 94 0,6
S 42 0,3
Total 16483 100,0

Se observa wuna clara predominancia de portadores E dentro de los
neonatos portadores de Hb anémalas, los siguientes grupos predominantes son
el correspondiente a los portadores C, seguido muy de cerca por el
correspondiente a Hb S y, por ultimo, el grupo minoritario es el que incluye a

los portadores de Hb D.

Es ilustrativo llevar los datos anteriores a un diagrama de barras donde
sea mas comoda la comparacion de la probabilidad de presentacion de cada

una de las alteraciones analizadas entre los recién nacidos (Figura 28):
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x 1.000
69

HbC HbD HbE FbS

Figura 28. Probabilidad de presencia de portadores de las diferentes Hb

andmalas analizadas entre los recién nacidos.

Llama la atencién el alto porcentaje de portadores E, por lo que se

procede a un estudio caso a caso de los filiados como tales.

5.3.1. Porcentajes de las distintas hemoglobinas en los nifios portadores

analizados:

De la misma manera que se ha obtenido la media y desviacién estandar
para las hemoglobinas F1, F y A, en ausencia de formas andémalas de
hemoglobina, se ha llevado a cabo el calculo de los mismos parametros en

presencia de las Hb anémalas.

Se obtienen de este modo medias y desviaciones estdndar especificas

para cada uno de los casos:
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Tabla 25. Distribucién de % F1, % Fy % A enlos diferentes grupos de

portadores frente al grupo control de normalidad (media y SD).

- Normal Portador C | Portador | Portador E | Portador S | Kruskal-
(n=16288) (n=47) D (n=12) (n=94) (n=42) Wallis(p)
% F1 19,5 (2,8) 20,9 (2,8) 18,7 (4,2) | 13,2(4,0) 19,2 (2,6) 0,000
% F 57,0 (5,2) 57,0 (5,5) 55,6 (54) | 38,5(9,2) 57,3 (5,0) 0,000
% A 17,3 (6,0) 10,8 (5,3) 12,2 (4,9) | 39,0 (11,5) 10,6 (3,7) 0,000

Se aplica la prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
con la finalidad de demostrar si los porcentajes de las hemoglobinas F1, Fy A
entre los distintos portadores son iguales. El resultado obtenido refleja que las

diferencias entre las tres son muy significativas (p= 0,000).

El perfil de los neonatos no portadores se repite para la mayoria de los
portadores, siendo la hemoglobina mayoritaria la del tipo F, seguida por la F1y

por ultimo la A.

La excepcién es el caso de los portadores E. En dicho grupo el %A
supera el calculado previamente para el percentil 95, lo que parece improbable
dada la secuencia neonatal de produccion de las distintas Hb, por ello se
reevaluaron los datos de aquellas muestras, filiadas previamente como

portadores E, al ser su porcentaje de HbE > 1%.

Al comprobar dichos datos, 89 muestras superaron el 28.5% de HbA
(correspondiente al percentil 95), por lo que en principio podrian ser
clasificados como trasfusiones no constatadas. Eliminados dichos casos, se

procedi6 a calcular las medias correspondientes para las tres Hb neonatales. Y
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realmente el nimero de portadores E, pasaria a ser un nimero mucho menor,

exactamente un total de 5.

Tras esta exclusion, se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 26. Distribucién de % F1, % Fy % A enlos diferentes grupos de

portadores frente al grupo control de normalidad una vez eliminadas las

posibles trasfusiones filiadas como portadores E (media y SD).

- Normal Portador C | Portador | Portador E | Portador S | Kruskal-
(n=16288) (n=47) D (n=12) (n=5) (n=42) Wallis(p)
% F1 19,5 (2,8) 20,9 (2,8) 18,7 (4,2) 16.0 (4,0) 19,2 (2,6) 0,000
% F 57,0 (5,2) 57,0 (5,5) 55,6 (5,4) 60.7 (9,2) 57,3 (5,0) 0,000
% A 17,3 (6,0) 10,8 (5,3) 12,2 (4,9) 11,0 (11,5) 10,6 (3,7) 0,000

Realizando una tabulacién cruzada entre los diferentes grupos étnicos se

obtiene la distribuciéon de portadores de las diferentes hemoglobinas en funciéon

de los mismos para las 16480 muestras de neonatos que contenian este dato

reflejado.
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Tabla 27. Tabulacion cruzada del origen de los portadores.

Portadores

Origen
N C D E S
Espafa 12608 14 8 3 12
Resto Europa 1306 1 0 1 2
Latinoamérica 990 5 0 0 10
AfricaN 1021 20 2 0 5
Africa S 82 7 0 0 13
Asia 278 0 2 1 0

Para poder observar de una forma mas clara la prevalencia de cada uno
de los tipos de hemoglobina en funcién del origen étnico, se ha transformado la
tabla anterior, en una expresada en porcentajes. De forma que se obtiene para
cada tipo de hemoglobina, el porcentaje del total de casos estudiados que

supone para un determinado origen:

Tabla 28. Tabulacién cruzada en porcentajes del origen de los portadores.

Origen % N % C % D % E %S
Espana 99.25 0.11 0.06 0.02 0.09
Resto Europa 99.09 0.08 0.00 0.08 0.15
Latinoamérica 97.34 0.49 0.00 0.00 0.98
Africa N 96.87 1.89 0.18 0.00 0.47
Africa S 78.84 6.73 0.00 0.00 125
Asia 97.54 0.00 0.70 0.35 0.00
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Aplicando el test paramétrico Chi cuadrado se obtienen como resultado
la presencia de diferencias muy significativas de distribucién de las diferentes
Hb entre los origenes de las madres (p=0,000). Estas diferencias se ilustran en

las figuras siguientes:
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Figura 29. Probabilidad de presencia de un portador de HbC en los recién

nacidos segtin el origen materno.
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Figura 30. Probabilidad de presencia de un portador de HbD en los recién

nacidos segtn el origen materno.
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Figura 31. Probabilidad de presencia de un portador de HbE en los recién

nacidos segun el origen materno.
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Figura 32. Probabilidad de presencia de un portador de HbS en los recién

nacidos segun el origen materno.
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En conjunto, la probabilidad de presentar una hemoglobina anormal
entre los recién nacidos segtn el origen de las madres esta representado en la

figura siguiente:

250
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100

50

Figura 33. Probabilidad de presencia de un portador de cualquier de las
Hemoglobinas anémalas analizadas en los recién nacidos segtn el origen

materno.

A partir de esta distribucién se calculan las OR de cada una de las

mutaciones respecto a su presencia en la poblaciéon de madres espafiolas.

La finalidad es, en esta evaluacion, comprobar en el resto de grupos
étnicos cuanto mayor es la probabilidad de presentar una alteracion

hemoglobinica respecto del grupo de recién nacidos de madres espafiolas.
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Tabla 29. Odds Ratio (OR) e Intervalo de Confianza al 95% (IC95%) de la

presencia de las Hb anémalas en los recién nacidos de madres inmigrantes

respecto a espafiolas.

4,5 10,6
Latinoamérica | (1,6-12,7) (4,6-24,6)
0.001 0.000

76,9 166,6
Africa Sur | (30,2-195,4) (73,8-376,0)
0.000 0.000
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6. DISCUSION

6.1. DISENO DE LA MUESTRA

Se ha llevado a cabo un estudio observacional descriptivo de los valores
de las diferentes hemoglobinas neonatales obtenidas en el cribado neonatal de
todos los recién nacidos en un afio en la provincia de Alicante, desde su

implantacion en febrero de 2012.

Todas las muestras incluidas en el presente estudio cumplieron los
criterios de inclusién y exclusiéon establecidos; ademas de ello, cumplieron los
criterios de calidad preanalitica establecidos en la bibliografia (Espada, 2001;
Ministerio de Sanidad, 2013). El proceso de recogida y procesamiento de
muestras se llevé a cabo sin ninguna intervencién ni modificacién sobre las

variables establecidas, tnicamente procediendo al registro de los datos.

El estudio se realizé6 de una forma totalmente anénima, utilizdndose
Unicamente los datos de las fichas del cribado neonatal con un caracter
meramente estadistico. De esta forma se han obtenido los datos de un total de
16483 muestras, correspondiente a los recién nacidos en un periodo de 12
meses, correspondiente al intervalo del 15 de febrero de 2012 al 15 de febrero de

2013.

La toma de muestras se llevé a cabo en las consultas de enfermeria
pediatrica especializada de los hospitales en los que se lleva a cabo dicho
procedimiento (Hospital General Universitario de Alicante, Hospital
Universitario de San Juan, y Hospital Virgen de los Lirios de Alcoy). En el caso
de nifios ingresados, la toma de muestras se ha realizado en las unidades de
neonatos del centro correspondiente por personal altamente cualificado y con

formacion especifica para dicha tarea, por lo que es muy poco frecuente que se
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den el envio de muestras insuficientes, con una impregnacién no valida,

muestras de mala calidad o conservadas en condiciones no validas.

En los casos en que la primera muestra recibida ha sido descartada por
resultar no vélida, se ha empleado la segunda muestra recibida. Dicha muestra
es la que se solicita de forma rutinaria para el cribado neonatal de fenilcetonuria

y fibrosis quistica.

Se han estudiado algunas de las caracteristicas que podrian influir en los
porcentajes de las diferentes hemoglobinas neonatales como son el origen étnico

materno, la edad gestacional y los dias de vida del recién nacido.

En las muestras en las que se ha obtenido como resultado la presencia de
una hemoglobina anémala en situacién de homocigosis o bien heterocigosis
combinada de rasgo falciforme, se ha realizado la recaptaciéon del neonato por
la unidad de cribado neonatal, se le ha practicado una nueva extraccion
sanguinea con la finalidad de la confirmacién de los resultados. Una vez
confirmados los mismos, tanto el tratamiento como seguimiento del recién
nacido han sido realizados por las unidades de Hematologia infantil dispuestas

para ello.

Se ha partido de un total de 16483 muestras, las cuales se han dividido en
grupos en funcién de la edad gestacional, el origen étnico materno y los dias de
vida, con la finalidad de analizar si dichos factores influyen en las variables a
estudio (en este caso los porcentajes de los diferentes tipos de hemoglobina del

neonato) y en qué sentido tiene lugar.
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6.2. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

El andlisis en las caracteristicas de las muestras recogidas durante el
periodo de estudio de la poblaciéon de recién nacidos en la provincia de
Alicante, refleja grandes similitudes entre la poblacion estudiada y las
caracteristicas de poblaciones semejantes descritas en la bibliografia. A

continuacion se presentan algunas de las propiedades sometidas al estudio:
-Expresando en semanas la media de la edad gestacional: 39 semanas.
-La media de los dias de vidas en la toma de muestra: 4.4 dias.

-El origen étnico de la madre, se estudi6 llevando a cabo la divisiéon en
seis subgrupos: Espafia, resto de Europa, Norte de Africa, Sur de Africa, Asia y

América latina. Obteniéndose los siguientes porcentajes:

Tabla 30. Porcentajes de los diferentes origenes étnicos.

Origen Porcentaje

Espana 77,1
Resto Europa 8,0
Latinoamérica 6,2
Africa N 6,4
Africa S 0,6
Asia 1,7

Total 100,0
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Estos porcentajes se han comparados con los recogidos por el Programa
de Cribado Neonatal de enfermedades congénitas de la Comunidad Valenciana
en los que se obtuvo los siguientes porcentajes en el afio 2012 y se plasman en la

siguiente tabla:

Tabla 31. Comparacién del porcentaje de recién nacidos en el presente estudio

frente a los reportados para toda la Comunidad Valenciana en 2012.

Origen C.V. 2012 Presente estudio
Espana 77.6 77,1
Resto Europa 7.9 8,0
Latinoamérica 6.6 6,2
Africa N 54 6,4
Africa S 0.8 0,6
Asia 1.6 1,7
Total £9.9 100,0

Se puede apreciar, que el sumatorio de los porcentajes de los diferentes
grupos, en la columna de datos referente al citado documento, no corresponde
al 100%. Ello es debido a que en el caso de los resultados correspondientes al
conjunto de toda la comunidad durante 2012, existia un pequefio porcentaje de
neonatos cuyo origen materno era Oceania, grupo inexistente en el estudio

actual segtn datos contenidos en las fichas de los pacientes.

Se observa que tanto los porcentajes de los diferentes origenes étnicos
maternos del presente estudio como los publicados para el afio 2012, por el

Programa de Cribado de la Comunidad Valenciana, son claramente
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comparables, ya que los porcentajes obtenidos en ambos casos, ajustan casi a la

perfeccion.

La distribucién del total de las muestras respecto al sexo presenta
homogeneidad. Unicamente se percibe una ligera predominancia del género
masculino frente al femenino, no relevante para el estudio. La ligera
predominancia del género masculino se ajusta a la descrita en estudios de afios

anteriores (Roldan, 2013; Rizo, 2013; Manero, 2012).

Respecto a la distribucion de la muestra en funciéon de la edad
gestacional no se observa homogeneidad, encontrdndose, como era de esperar
un mayor porcentaje de RNT (86.9%), frente a un 11.9% de RNPT y un 1.1% de
RNMPT. Estos datos distan sutilmente de los presentados en un estudio
anterior, correspondiente al periodo de 2008-2011 en la provincia de Alicante,
en el que se mostraban unas incidencias menores de RNPT (5.95%) y de

RNMPT (1.08%) (Cortés, 2013; Rizo, 2013).

Comparando el total de prematuros del presente estudio (13.1%) con del
total de prematuridad presentado para toda Espafia en otros estudios supone
nuevamente una mayor incidencia de prematuridad: 7.1% (Luque-Fernandez,

2008), 0 7.9% (Agudelo-Suarez, 2009).

Sin embargo la incidencia si que se aproxima notablemente a los estudios
presentados por el National Center of Health Stadistics de Estados Unidos en
2009 que databa en un 12.7% la incidencia de prematuros en el afio 2007

(National Center of Health Stadistics, 2009).
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6.3. INFLUENCIA DE LA EDAD GESTACIONAL EN LOS PORCENTAJES
DE HEMOGLOBINA NEONATAL

En el subgrupo correspondiente a EG < 32 semanas del presente
estudio, se observa el mayor porcentaje de HbF1, en concreto un 21.2%. En el

caso de HDbF el porcentaje medio obtenido es de 60,9% y un 11.1% de Hb A.

En el caso del subgrupo de EG = 32-37 semanas, el porcentaje de HbF1
desciende hasta 20.7% mientras que el porcentaje de HbA asciende hasta un
11.9%. Igualmente se observa un incremento en el porcentaje de HbF, dicho
resultado debe ser objeto de evaluacién independiente debido a que, teniendo
en cuenta la curva de desapariciéon de las cadenas vy, el incremento de HbF es

incoherente en una EG mayor (Figura 34).

SINTESIS DE LAS CADENAS DE Hb

HE F : a2y2
HB A a2p2
HB AZ: 242

Figura 34. Evolucién en la sintesis de cadenas de Hb.

Evaluando por tltimo el subgrupo correspondiente a EG = 37 semanas,
se obtienen los siguientes porcentajes: HbF1 = 19.3%, HbF = 56.5%, HbA =

18.2%. En este caso todos los porcentajes de las diferentes Hb son coherentes
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con lo esperado, con una mayor EG la tendencia es a la disminucién de HbF1 y
F mientras que para el caso concreto de la HbA lo esperado fisiolégicamente es

un aumento.

Dada la incoherencia de algunos de los porcentajes obtenidos a nivel de
%HDEF, se plantea la posibilidad de la busqueda de fuentes de alteracion de los
resultados. Como fuente principal de interferencia se identifica la posible
inclusion de muestras que no cumplan con las recomendaciones aprobadas
para los cribados de enfermedades neonatales, como es el caso de las muestras

de recién nacidos cuyos dias de vida excedan de los 7.

En los programas de cribado neonatal (Espada, 2001; Eguileor, 2002;
Aguado, 2011), las muestras aptas son aquellas que se han obtenido dentro de
la primera semana de vida. No obstante, aunque se reciban muestras de mas de
7 dias de vida, no son rechazadas por el programa de cribado de nuestra
comunidad. Esto es debido al hecho de que, para el cribado de otras patologias
como el hipotiroidismo o la fenilcetonuria es esencial la determinacién
temprana y el diagnéstico precoz para poder prevenir cuanto antes dafios al
neonato. Aun asi, aunque la muestra exceda los plazos recomendados, siempre
debe llevarse a cabo el cribado ya que la realizacién de dichas determinaciones
permite diagnosticar cuanto antes una posible patologia congénita (en el caso

de que esté presente).

Tras la evaluacion tnicamente de aquellas muestras que cumplen con el
requisito de tener como méximo 7 dias de vidas, se observa una clara
disminucién de las hemoglobinas fetales F1 y F de forma que guardan una

relacion inversamente proporcional al aumento de la edad gestacional.

Estos resultados son coherentes y se ven apoyados por la evoluciéon
temporal de las cadenas globinicas en el recién nacido. Tal y como aumenta la

edad gestacional el feto es mas maduro y por tanto se da una diminucién de las
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cadenas y de la hemoglobina, cadenas que forman parte de HbF1 y HbF. Esta
disminucion va asociada a un aumento de cadenas [} y por tanto conlleva un
incremento de la HbA, tal y como se observa tras el analisis de los %HbA de las

muestras analizadas.

6.4. INFLUENCIA DE LOS DIAS DE VIDA EN LOS PORCENTAJES DE
HEMOGLOBINA NEONATAL

En el estudio de la influencia de los dias de vida en los porcentajes de
hemoglobinas neonatales se obtiene un mayor predominio de la HbF, seguido
por la HbF1 y ocupando el dltimo lugar la HbA. Esta tendencia se repite tanto
en el grupo constituido por los recién nacidos de cuyos dias de vida no exceden
los 7 dias, como para el grupo constituido por aquellos de mas de 7 dias.
Respecto a la variacion de %HDbF1 no se han observado diferencias entre los dos

grupos.

El %HDbF ha sufrido un aumento en el segundo grupo respecto del
primero. Dicho resultado resulta incoherente respecto de la curva de
transformaciéon de hemoglobinas a lo largo del desarrollo del neonato. Una
explicaciéon sencilla de este resultado puede ser la inclusién de muestras
provenientes de recién nacidos pretérmino. Dichas muestras presentan, en
relacién de las provenientes de un neonato a término, mayores proporciones de
hemoglobinas fetales, debido a su inmadurez. Es por ello que su evaluacién

conjunta puede suponer la adulteracién de los resultados.

En el caso de los recién nacidos pretérmino, la toma de muestra suele
llevarse a cabo unos dias mas tarde que en el resto de neonatos. Segun el

Programa de Cribado de la Comunidad Valenciana en el caso de recién nacidos
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pretérmino de menos de 32 semanas de EG o de menos de 1500 g de peso, se

deberé repetir la toma de muestra a los 15 dias y al mes de vida.

La inclusién de recién nacidos pretérmino en el grupo de >7 dias podria
justificar el ligero aumento de la proporcion de HbF y la disminucién de los
porcentajes de HbA que se observan en el citado grupo. También podria
justificar la no alteracién de los porcentajes de HbF1, los cuales a priori seria

esperable que también disminuyeran a la vez que aumentan de los dias de vida.

Analizando la variacién de los %HbF1, %HDbF y %HDbA respecto de los
dias de vida, dnicamente en el grupo de los neonatos a término, se obtienen
resultados mucho més exactos y coherentes que realizando el andlisis de todos
los recién nacidos sin tener en cuenta su nivel de madurez o EG. Se observa un
claro descenso de las hemoglobinas fetales, tanto de HbF1 como de HbF,
asociado al incremento de HbA. Dichas tendencias son totalmente l6gicas ya
que las hemoglobinas fetales durante la etapa embrionaria y fetal son las que
permiten al feto realizar el intercambio gaseoso con la sangre materna. El citado
proceso no seria posible si el neonato no tuviera altas concentraciones de
hemoglobina con una mayor capacidad de fijacion de oxigeno que la que se
encuentra en la madre. Por tanto es normal que disminuya con los dias de vida
tanto la proporcion de HbF como de HbF1, la cual tiene una capacidad de
tijaciéon del oxigeno atn mayor que la de HbF (Garlick 1980; Garlick, 1984;
Pequetiuela, 2005).
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6.5. INFLUENCIA DEL ORIGEN MATERNO EN LOS PORCENTAJES DE
HEMOGLOBINA NEONATAL

6.5.1. Influencia del origen materno en los porcentajes de hemoglobina

neonatal en ausencia de formas de hemoglobinas anémalas:

Aquellos origenes maternos en los que se presentan mayores
proporciones de HbF1 tras el estudio estadistico realizado son: en primer lugar,
el grupo nominado como el resto de Europa (19.9% = 2.8), seguido por Africa
del Norte (19.6% + 2.7) y a continuacion por Espafa (19.4% + 2.8). Sin embargo
los lugares donde se observan menores proporciones de la misma son Africa

del Sur (18.9% + 3.0) y Asia (18.9% +2.7).

En 1980 Robert L. Gralick y otro autores (Garlick, 1981) ya hacian
referencia a la presencia de un porcentaje nada despreciable de hemoglobina
fetal en forma acetilada respecto del total de la misma. En dicha publicacién se
evaltia la mayor sintesis de Hb acetilada o HbF1 en relacién con HbF, situando
la proporcién de la misma respecto del total, en un minimo de 10-15%. Los
autores tras su andlisis determinan que la formacién HbF1 parece ser un
fenémeno general que ocurre en una variedad de muestras de sangre periférica
de neonatos. No se analiza en este caso la posible funcién de la misma en la
sangre neonatal, pero ya se intuye que dada la alta proporciéon presente, dicha
fracciéon de hemoglobina debe estar dotada de alguna caracteristica de interés.
En el presente estudio se han obtenido porcentajes algo mayores en
comparacion con esta primera publicacion. En 1984 otra publicacién del mismo
autor (Garlick, 1984) refiere datos sobre las proporciones de HbF1 en diferentes
tipos de muestras entre las cuales se incluyeron: cordén umbilical, médula 6sea
infantil, sangre periférica de adultos con hemoglobina fetal elevada. En esta

publicacién se habla sobre la proporcion de HbF1 en algunas de esas muestras,
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la cual llegaba a oscilar entre un 10% y un 20%, en funcién del grado de
maduracion de la misma, resultados que se aproximan mas a los obtenidos en el
presente estudio. En un articulo mas reciente, publicado por Oscar Andrés
Pequetiuela en 2005 (Pequefiuela, 2005) nuevamente se apunta a la presencia de
una proporcién importante de HbF1 respecto del total en muestras neonatales.
Dicha fraccion de hemoglobina no tiene la capacidad de fijacion de 2,3-
difosfoglicerato, caracteristica a la cual debe su enorme capacidad de fijacion

del oxigeno.

En el estudio de los porcentajes de HbF se ha encontrado mayor
proporcién de los mismos en Espafia (57.2% * 5.2), seguido por Africa del Sur
(56.9% + 5.7) y Resto de Europa (56.9% + 5.1). Por el contrario se presentan las
menores proporciones en los neonatos cuyas madres son de Africa del Norte

(56.1% + 5.4) 0 Asia (56.3% +4.9).

Estos resultados son coherentes y se ven claramente argumentados si se
tiene en cuenta que patologias como son la P-talasemia y la malaria son
endémicas de las zonas donde se han encontrado las mayores proporciones de
HDbF. Y ambas entre si estdn intimamente relacionadas, la alta frecuencia de
Talasemia en paises con alta prevalencia de malaria estd ampliamente descrito

(Flint, 1998; Galanello, 2010; Qiu, 2013; Purohi, 2014).

La P-talasemia afecta principalmente a personas con ascendencia griega,
italiana, africana, de Medio Oriente, del sudeste asiatico y del sur de China
(Cooley's Anemia Foundation, 2007). La migracién de la poblacién y los
matrimonios mixtos entre los diferentes grupos étnicos ha introducido la
talasemia en casi todos los paises del mundo, incluyendo el norte de Europa,

donde la talasemia no tenia tradicionalmente tasas de prevalencia apreciables

(Galanello, 2010).
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Los mecanismos a través de los cuales las enfermedades talasémicas y la
anemia drepanocitica o el rasgo drepanocitico suponen cierta proteccién contra
la malaria severa por Plasmodium falciparum (P. falciparum), no estan
completamente demostrados. Existe la hipotesis de que los eritrocitos con
hemoglobinas alteradas reducen la multiplicacion intraeritrocitaria de P.
falciparum, lo que podria retrasar el desarrollo de la densidad de parasitos que

amenazan la vida (Bunn, 2012).

Glushakova y su equipo de colaboradores, en un articulo publicado en
Mayo de este mismo afio (Glushakova, 2014) confirma que el pardmetro de
multiplicacién intraeritrocitario de P. falciparum, un parésito de caracteristicas
virulentas heredables, esta correlacionado con los indices eritrocitarios y estd

reducido en los sindromes talasémicos.

Teniendo en cuenta ademads que, en el caso concreto de la p-talasemia
existe un incremento de HbF debido al déficit en la formacién de cadenas
globinicas del tipo [3, es normal que sus niveles sean superiores en zonas donde
tradicionalmente exista alta prevalencia de dicha patologia. Este es el caso de
los paises situados en la cuenca del Mediterrdneo, en los que los neonatos

presentan concentraciones algo mayores de HbF.

La incidencia anual total de individuos sintométicos se estima en 1 de
cada 100.000 en todo el mundo y 1 de cada 10.000 personas en la Unién Europea
(Orphanet (web)). Las frecuencias més altas de portadores se informaron en

Chipre (14%), Cerdefia (10,3%) y el Sudeste Asiatico (Flint, 1998).

En el caso de la HbA se localizan las mayores concentraciones de la
misma en recién nacidos cuyas madres son originarias de Africa del Sur (18.0%
+ 6.6), Africa del Norte (18.0% % 6.1) o Latinoamérica (18.0% * 5.3), siendo en
este caso el %HDbA idéntico entre los tres grupos, Gnicamente se observa una

ligera diferencia en la desviacion estandar. La proporciéon sin embargo es
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minima en el grupo de madres cuyo origen es el continente asiatico (16.8% =+

5.7) y resto de Europa (16.8% * 5.6).

6.5.2. Influencia del origen materno en los porcentajes de hemoglobina

neonatal en portadores de hemoglobinas an6malas:

Tras la evaluaciéon de los diferentes porcentajes de hemoglobinas
presentes en el neonato en ausencia de formas de hemoglobinas anémalas, se
plantea en el presente estudio la evaluacién de los mismos cuando se hallan
presentes hemoglobinas alteradas. Para ello se evaltan las medias y
desviaciones estandar de cada una de ellas obteniéndose en todos los casos
resultados comparables a los de neonatos carentes de hemoglobinas anémalas,

a excepcion del grupo de los portadores de HbE.

Para el resto de grupos de portadores, es decir, portador C, portador D y
portador S, el mayor porcentaje de hemoglobina corresponde a HbF, seguido de
HbF1 y en ultimo lugar se encuentra la HbA. Estos resultados por tanto son

equivalentes a los obtenidos en ausencia de alteraciones hemoglobinicas.

En el caso de portadores de HbE se han obtenido resultados muy
diferentes a los de los demas grupos de hemoglobinas anérmales. En este caso
la fraccién mayoritaria correspondia a HbA (39.0%), seguida por HDbF (38.5%)
la cual presentaba porcentajes discretamente inferiores a la primera. La

hemoglobina minoritaria en este grupo correspondia a la del tipo F1.

Dichos resultados son discordantes con la propia evolucién en la
formacion de cadenas globinicas del recién nacido (Colombo, 1993; Miguel-
Morales 2012) y ademaés resulta totalmente incompatible con los resultados
obtenidos en estudios anteriores como el de W. Eastman publicado en 1999 por

Clinical Chemistry (Eastman, 1999). En dicho estudio se evaluaron 4 millones
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de muestras de recién nacidos en California con la finalidad de obtener la
distribucion de las hemoglobinas del neonato dentro de los dos primeros dias
de vida, obteniéndose para el caso de los portadores de HbE las siguientes

medianas: HbF = 61.6%, HbA = 5.3%, HbF1 + Other = 31.1%.

La discrepancia de estos resultados con los del presente estudio, ha
llevado al planteamiento de alguna posible interferencia dentro del propio

estudio o en el método de anélisis de las muestras.

Evaluando cuél podia ser la fuente de error, se llevé a cabo la criba de los
resultados, de forma que se plante6 la posibilidad de la presencia de aumentos
falseados de HbE en aquellas muestras que presentaran altas concentraciones
de HbA. Dichas muestras podrian corresponder a neonatos sometidos a

transfusiones no informadas.

En los casos de transfusion las muestras, ademas de presentar altas
concentraciones de HbA, también presentan ciertas concentraciones de HbA:
las cuales en neonatos no sometidos a transfusiones no aparecerian. En HPLC
tanto la HbE como la HbA: eluyen a la vez, originando un pico tnico e

indiferenciable.

La forma tipica del cromatograma que se podria encontrar en estos casos

seria la representada en la siguiente figura:
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Figura 35. Cromatograma de una muestra de sangre de recién nacido sometido

a trasfusién sanguinea.

Es sabido, que la tunica posibilidad de que una muestra neonatal tenga
elevadas cantidades de HbA, es que el recién nacido haya sido sometido a una o
varias transfusiones sanguineas, hayan sido constatadas o no. Se opté por
eliminar provisionalmente del estudio de portadores FAE, aquellas muestras
que pudieran presentar porcentajes de HbA que superaran los correspondientes
al percentil 95 calculado en el presente estudio. Tras la eliminacién de dichas
muestras, se obtuvieron unos porcentajes de hemoglobinas muy diferentes a los
originales (F1 =16.0%, F = 60.7% y A = 11.0%) y que son méas coherentes con el

estudio realizado por W. Eastman.
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Estos resultados evidencian la utilidad del uso de percentiles, para
rechazar muestras que puedan tanto falsear los resultados del cribado como

provocar molestias a los recién nacidos y a sus padres.

Se ha realizado una tabulacién cruzada del origen étnico materno entre
los portadores encontrados, para poder determinar claramente la distribucién
de los diferentes tipos de hemoglobinas anémala en funcién de los mismos.

Como resultado de la misma se obtienen los siguientes resultados:

-Se observa claramente cémo la mayor parte de portadores de
hemoglobina C se encuentra en el grupo de neonatos nacidos de madres de
Africa del Sur (6.7%), seguidos por el grupo de Africa del Norte (1. 9%). Las
minimas proporciones de nifios portadores de HbC se encuentran en el grupo

de Resto de Europa (0.08%) y Espafia (0.11%).

-En el caso de los portadores de HbD se encuentran la mayor
predominancia en el grupo de los nifios cuyas madres son origen asiatico
(0.7%). Sin embargo, en los grupos correspondientes al resto de Europa,

Latinoamérica y Africa del Sur, no se encuentra ningtn caso.

-En cuanto a la HbE se obtienen los mayores porcentajes en los recién
nacidos de madres de Asia un 0.35%, un 0.08% para resto de Europa y un 0.02%
para Espafia. Por el contrario no se encontraron portadores FAE para el resto de

origenes étnicos (Pung-Amritt, 1999; Wiwanitkit, 2013).

-Por altimo, al estudiar las proporciones encontradas en los casos de
portadores de HbS se obtiene una predominancia clara de lo nifios cuyas
madres son originarias de Africa de Sur (12.5%), el resto de grupos presentan
una incidencia mucho menor de este tipo de hemoglobina, siendo el grupo con
menos frecuencia de aparicion de HbS el correspondiente a Asia, en el cual no

se ha encontrado ningtin caso.
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De una forma mds gréafica se puede recopilar las diferentes zonas
geogréficas en las que son frecuentes las diferentes hemoglobinopatias con el

mapa que se muestra a continuaciéon (Figura. 36):

s Talnsemias

Sichkie cells

M- EemP

Figura 36. Mapa de distribucién mundial de las diferentes hemoglobinas y

talasemias.

Se presentan como zonas geograficas mas afectadas tanto por talasemias
como por incidencia de portadores de hemoglobina S, principalmente los paises
de la cuenca mediterranea y Africa; principalmente Africa del Sur en el caso de

HbS.

La zona tradicionalmente mas afectada por la presencia de HbE y HbD

corresponde a Asia.

Por ultimo, la zona con mayor incidencia de HbC se localiza en Africa

mayoritariamente en las zonas del Oeste y Sur.
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7. CONCLUSIONES

1. Se han obtenido los percentiles de normalidad para cada una de las

hemoglobinas presentes en el recién nacido.

2. Estos percentiles permiten automatizar y diferenciar aquellos recién nacidos a

los cuales se les ha realizado una transfusién sanguinea.

3. La variacioén en los porcentajes de las hemoglobinas F1, F y A en relacion a la
edad gestacional y a la edad a la toma de muestra (dias de vida) muestran una

maduracion con incremento de HbA y disminucién de hemoglobinas fetales.

4. La incidencia de enfermedad drepanocitica es baja entre recién nacidos en la

provincia de Alicante.

5. La proporcién de portadores de hemoglobinas anormales es de: 0.6% en el

caso de FAE, 0.3% para FAC y FAS y para los sujetos FAD un 0.1%.

6. La proporciéon de homocigosis ha sido de 0.006%, encontrandose un tnico

caso de FS u homocigosos de HbS.

7. La presencia de portadores se puede determinar tanto por la presencia en el
cromatograma de hemoglobina anormal como por la variacion de los
porcentajes de hemoglobinas normales. Se pueden por tanto incluir varias

alertas.

8. Hay una gran variabilidad de portadores segtin el origen materno, siendo
mucho mas frecuente la HbC y la HbS entre la poblacién de Africa del Sur, y la
HbD y HbE entre la asiatica.
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9. La poblaciéon en la que se ha de concentrar el esfuerzo diagndstico es la
poblacién de Africa del Sur, dada la alta prevalencia de HbS y la gravedad del

estado homocigoto o anemia drepanocitica.

10. La inclusiéon de percentiles de normalidad podria suponer un importante
ahorro econémico al evitar reanalizar gran parte de las muestras dudosas
presentes en la actualidad y a su vez un ahorro a nivel de las molestias
ocasionadas los neonatos y a sus familias, ya que no tendrian que sufrir nuevas
extracciones sanguineas innecesarias y supondria una menor incertidumbre por

parte de los padres.
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8. ABREVIATURAS

ARNm: ARN mensajero

dL: decilitro

C.V.: Comunidad Valenciana

DPG (2,3-DPQG): 2,3-Difosfoglicerato

ECF: enfermedad de células falciformes
EG: edad gestacional

fL: femtolitro

g: gramo/s

Glu: acido glutamico

H.: Haemophilus

H+: protén/es

Hb: Hemoglobina

HbA: Hemoglobina adulta tipo A

HbA2: Hemoglobina adulta tipo A2
HbD: Hemoglobina D
HDbE: Hemoglobina E

HbF: Hemoglobina fetal

HbF1: Hemoglobina fetal acetilada
HbS: Hemoglobina S

HGUA: Hospital General Universitario de Alicante
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HPLC: cromatografia liquida de alta resoluciéon
INE: Instituto Nacional de Estadistica

L: litro

Lys: Lisina

N-terminal/es: extremo animo terminal

Nm: nanémetro

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

ONU: Organizacion de las Naciones Unidas
OSIP: Observatorio de Salud Infantil y Perinatal
P.: Plasmodium

RNMPT: recién nacidos muy pretérmino

RNPT: recién nacido pretérmino

RNT: recién nacidos a pretérmino

S.: Streptococcus

SCA: anemia de células falciformes

SEHOP: Sociedad Espafiola de Oncologia y Hematologia Pediatrica
Spp: especies

Tp: temperatura

UFC-E: unidades formadoras de colonias eritroides
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Val: Valina

VCM: volumen corpuscular medio

VOA: accidentes vasooclusivos
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10. ANEXOS

ANEXO 1: GUIA DE PRACTICA CLINICA DE CELULAS FALCIFORMES
PEDIATRICA SEHOP DE 2010. CAPITULO 3: SEGUIMIENTO

Los pacientes diagnosticados de ECF deben tener acceso idealmente a un

“cuidado integral” de su trastorno, lo cual implicaria lo siguiente:
1 Si existe una urgencia:

— Poder tener acceso a un hospital local cercano al domicilio con guias

especificas para el tratamiento de procesos agudos.

— Posibilidad de traslado de enfermos graves a un centro con Unidad de

Cuidados Intensivos y Cirugia pediatrica.

[] Si se produce una hospitalizacion:

— Atencién por Pediatra o Hematélogo especializados.

— Acceso a enfermeria especializada.

— Posibilidad de pruebas avanzadas de imagen: TC, RM, medicina nuclear.
— Existencia de una “Unidad del dolor”.

—Acceso a otros especialistas pediédtricos (ortopedas, neurdlogos,
gastroenterélogos, cardidlogos, oftalmélogos, neumologos, ORL, cirujanos,
anestesistas, intensivistas, equipos de trasplante de progenitores

hematopoyéticos), y a obstetras y medicina fetal.
— Conexién con unidades de Hematologia de adultos.

— Existencia de un Banco de sangre.
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] En el seguimiento ambulatorio:

— Posibilidad de realizacion de Eco Doppler transcraneal, seguimiento de
complicaciones crénicas por otros especialistas pediatricos (nefrélogos,
neumologos, cardidlogos, neurdlogos, oftalmélogos, ORL, cirujanos,

endocrinos).

— Atencion por enfermera especializada, psicélogo, genetista, trabajador social y

educadores de apoyo ante dificultades cognitivas.

— Conexién con pediatra de atencion primaria y con grupos de soporte

(asociaciones de afectados).

- Concienciaciéon ante las autoridades sanitarias de que la ECF debe
considerarse una enfermedad crénica con exacerbaciones agudas que causa
efectos a largo plazo en la educacién, la vida familiar, la integracién social y la
calidad de vida del nifio. Los padres deben tener unas instrucciones claras sobre
cuando acudir a su pediatra de atencién primaria y cuando ir al hospital (ver
sintomas de alarma en capitulo 9). Como regla general si no hay complicaciones
intercurrentes, el seguimiento se puede realizar del siguiente modo, aunque
puede variarse segun la gravedad del genotipo y las manifestaciones de la

enfermedad, y si toman o no hidroxiurea:
I Menores de 1 afio: cada 3 meses.
] Entre 1y 5 afios de edad: cada 6 meses
] A partir de 6 afios: cada 12 meses

¢ En cadarevision:

— Anamnesis minuciosa (dolor, ictericia, coluria, priapismo, nicturia, poliuria,

sintomas de apnea obstructiva del suefio) y revisar si cumple el tratamiento
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prescrito y si estd al dia en vacunas. Educacién sanitaria por enfermeria

(tratamiento del dolor, sintomas de alarma, ver apartado 6.11).

— Exploracién, incluyendo peso y talla (con gréfica de percentiles para valorar

la curva estaturo-ponderal) y estadio de Tanner.
— Recuentos capilares, o en su defecto, hemograma.

— Si toma hidroxiurea, cuantificacion de HbF, bioquimica y hemograma con

reticulocitos como minimo cada 3 meses.

— Si esta en régimen hipertransfusional cuantificacién de HbS pretransfusional

y hemograma pre y post-transfusion.

— Si fatiga, sincope o dolor tordcico o hipoxia basal, sospechar hipertension

pulmonar (remitir a cardiologia).
- Si dolor repetido abdominal, Eco abdominal para valorar colecistopatia.

— Consejo genético a los adolescentes. Comentar con los nifios el posible retraso
puberal, pero si no hay signos puberales a los 13 afios remitir a Endocrinologia.
En nifias, revision ginecoldgica si relaciones sexuales y valorar el uso de

anticonceptivos si toman hidroxiurea.

¢ Anualmente:
— En la anamnesis incluir el rendimiento escolar. Evaluacion psicosocial.
— Hemograma con reticulocitos.

—-Bioquimica sanguinea. Si transaminasas o bilirrubina conjugada

persistentemente elevadas, biopsia hepatica para descartar cirrosis.

— Cuantificacién de HbF y S hasta los 2 afios, y un control posterior a los 5.
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— Orina simple. Microalbuminuria en orina de 24 h para los mayores de 6 afios.
— Aclaramiento de creatinina a partir de los 12 afios.

— Monitorizacién de Sat O2, Tension arterial.

— Ferritina.

—Revisiéon oftalmoloégica a partir de los 8 afios (puede ser cada 2 afios y

anualmente en la adolescencia)

— Eco-Doppler transcraneal para determinar el riesgo de accidente
cerebrovascular (ACVA) entre los 2 y 16 afios de edad en pacientes con formas
SSy SPO, llevando mas de 2 meses sin transfundirse. La causa més frecuente de
infarto cerebral es la obstrucciéon de las arterias carétida interna y cerebral
media. Estas lesiones pueden detectarse precozmente con Eco-Doppler
transcraneal, ya que la velocidad de la sangre es inversa al didmetro arterial. Se
debe registrar el més alto de los valores de velocidad-flujo media (no el pico
maximo) ponderada en el tiempo, en incrementos de 2 mm, en la arteria
cerebral media (en 3 puntos) y la carétida interna. Se recomienda repetir las
exploraciones anormales, dada la trascendencia terapéutica de su diagndstico.

Se considera:
* NORMAL: todas las mediciones <170 cm/ seg.

* ANORMAL: > 200 cm/seg en alguna medicién en carétida interna o cerebral

media.

* DUDOSO o CONDICIONAL: valores entre 170-199 cm/seg, o no se puede

medir en una de las arterias cerebrales medias. Repetir en 3-6 meses.
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* NO INFORMATIVO: por la maduracion 6sea puede perderse la ventana para
el ultrasonido, o si hay oclusién por enfermedad arterial avanzada no puede

interpretarse. En estos casos puede ser ttil realizar una angioRM.

Los valores anormales >220 cm/seg son de alto riesgo e implican que el nifio
debe tratarse con régimen hipertransfusional (simple o exanguino parcial, ver
apartado 6.2), para conseguir una HbS pretransfusional <30%. Aunque el
tratamiento con hidroxiurea puede disminuir los flujos no se ha demostrado
aiunque sea util en la prevencién primaria de ACVA. Otros tratamientos
posibles son el uso de aspirina, o la CPAP nocturna, aunque de ninguno de
ellos se tienen aun resultados en ensayos controlados. Los valores anormales
entre 200 y 219 cm/seg deben repetirse en un corto intervalo de tiempo (2
meses), y si persisten en estas cifras, serd recomendable igualmente el régimen

hipertransfusional.
e Cada2 anos:
— Si ha recibido transfusiones, serologia HIV, hepatitis By C.
— Eco abdominal a partir de los 6 afios, y valorar espaciar a cada 4 afios.

— Valoracién neuropsicolégica por especialista con tests neurocognitivos, que

puedan alterarse cuando hay infartos silentes.

— Examen por neurélogo pediatrico si existe una Eco-Doppler transcraneal

patolégica o lesiones en RM o ACVA previo.

— RM cerebral (T1, FLAIR, T2, difusién, buscando infartos cerebrales silentes) a
partir de los 4 afios de vida, y si es normal, repetir otra entre los 8-10 afios de
edad aunque no tenga clinica. Debe realizarse antes de los 4 afios o repetir mas
frecuentemente si hay cefaleas de repeticion, sintomas psiquidtricos o

neurologicos, retraso escolar, o si la Eco-Doppler transcraneal es anormal, y en
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este caso o si se han producido ACVAs, asegurar que se hace angioRM para
tener angiogramas de las carétidas y cerebrales medias. Las estenosis deben
clasificarse como leves (<25%), moderadas (25-75%), graves (>75%) u oclusion

completa.
— Audiometria a partir de los 4 afios.

— Pulsioximetria nocturna a partir de los 4 afios, especialmente indicado si hay
clinica de SAHOS, hipertrofia adenoidea, enuresis nocturna en mayores de 6

afos, o Eco- Doppler transcraneal anormal.
— Revisioén en odontopediatria a partir de los 5 afios.

— Si retraso de talla importante a partir de los 6 afios, realizar cariotipo en nifias,
anticuerpos de celiaquia, y valorar funcién tiroidea. Si es a partir de los 10 afios,

a lo anterior afiadir edad ¢sea y densitometria 6sea.
— Rx de térax si no se ha hecho en los 2 afios previos.

— Revision cardiolégica a partir de los 8 afios para descartar hipertension
pulmonar, o antes si sintomas. Debe determinarse la velocidad de regurgitacion
tricuspidea (anormal si >2.5 m/s) y realizar cateterismo cardiaco si sospecha de

hipertensiéon pulmonar.

— Pruebas de funcioén respiratoria a partir de los 8 afios, o antes si ha presentado

algtin episodio de STA.

— Cribado de necrosis avascular de cadera-hombro: si dolor o limitacion a la

rotacion externa, realizar Rx o RM (con esta tltima la deteccion es mas precoz).
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ANEXO 2: PNT-CN-08 DETERMINACION DE ANEMIA FALCIFORME EN
PAPEL FILTRO CON EL VARIANT NBS

COPIA N

FECHA DE ENTREGA:

SERVICIO: ANALISIS CLINICOS

DESTINATARIO:

CARGO:

CONTROL de MODIFICACIONES

Fecha
Descripcion Edicion
Edicion

REVISADO: Responsable de Calidad APROBADOQ: Jefe de Servicio

Fecha de Revision: Fecha de Aprobacion:

Firma: Firma:
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1. Objeto

Describir las actividades desarrolladas por el LABORATORIO de ANALISIS
CLINICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE para realizar la
determinaciéon cualitativa de anemia falciforme en especimenes de sangre

desecada en papel de filtro.

2. Alcance

Describir las actividades empleadas en el Laboratorio de Analisis
Clinicos del Hospital General de Alicante para realizar la separaciéon e
identificaciéon de las variantes de hemoglobinas F, A, S, D, C y E, en
especimenes de sangre neonatal recogidos sobre papel de filtro. Los patrones
serdn normales, portadores (FAS, FAC) y afectos (FS y FSC). La condicién de
inclusion de una variante en el patrén es que tenga un 1% respecto al 4rea de

hemoglobina adulta (A). Son pruebas utilizadas en el cribado neonatal.

3. Referencias y definiciones

— UNE-EN-ISO 9001:2008: Sistemas de Gestion de la Calidad (SGC) -

Requisitos.
— UNE-EN-ISO 9000:2000: SGC - Fundamentos y Vocabulario.
— UNE-EN-ISO 9004:2000: SGC - Guia de la Mejora Continua.

— Decreto 108/2000 para la Autorizaciéon de los Laboratorios Clinicos.

— Manual de la Calidad

— Manual de Instrucciones Variant nbs
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4. Desarrollo

Principios del método

VARIANTnbs utiliza los principios de la cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) para la separacion y la determinaciéon de hemoglobinas F, A,
S, D, C y E. Las muestras se extraen de eluidos de manchas de sangre
neonatales recogidas en papel de filtro en microplacas y se introducen en el
circuito mediante inyeccién automadtica. La muestra es transportada por el
tampon hasta la columna de analisis, donde se separan sus componentes.
Dichos componentes circulan por el detector de doble longitud de onda, donde
se mide su absorbancia a A = 415nm. El ruido de fondo se reduce mediante el
uso de una A = 690nm. El software GDM muestra los resultados como un

cromatograma (gréfico de tiempo frente a voltios).

4.2. Material y Aparatos

Plate Puncher (Taladro automatico) Wallac.

e Placas de 96 pocillos con fondo en forma de U
e Lejia1:10
e Agitador de placas

e DPipetas

4.3. Reactivos v marcadores

Se guardan en la Camara Frigorifica BG-5 a 5+3 °C6.1
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e Reactivos

Los reactivos son especificos y exclusivos para la realizaciéon del andlisis
de las variantes de hemoglobina y son suministrados por Bio-Rad. El Kit

VARIANTnbs Sickle Cell Program contiene:

- Elution buffer 1: dos botellas de 2500 mL de tampén sodio fosfato, pH

6.5. Contiene <0.05% de acida sédica.

- Elution buffer 2: una botella de 2500mL de tampoén sodio fosfato, pH

6.6. Contiene <0.05% de acida sédica.

- Columna analitica: dos columnas de intercambio catiénico, 4.6mm ID x

30 mm, para 500 test/columna.

- Solucién de lavado: una botella de 1800mL de agua destilada con

<0.05% de acida sodica.

- Primer: 10 viales de hemolizado celular de sangre liofilizada con
gentamicina, tobramicina y EDTA. Conservar en refrigeraciéon a 5 + 3 °C hasta la

fecha de caducidad indicada en el envase.
- CD-ROM: contiene los parametros del kit.

e Marcadores de tiempo de retenciéon

5 viales de marcador 1 (FAES) y 5 viales de marcador 2 (FADC).
Contienen hemolizado celular de sangre liofilizado con gentamicina,
tobramicina y EDTA. Conservar en refrigeraciéon a 5 = 3 °C hasta la fecha de

caducidad indicada en el envase.
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4.4. Desarrollo del método
e Caracteristicas de la muestra

La Secciéon de Cribado neonatal recibe los especimenes de sangre sobre
papel de filtro obtenidos mediante puncién en el talén. El procedimiento de
extraccion y envio de las muestras estan descritos en la normativa de la
Conselleria de Sanidad, la recepciéon de las muestras estd descrita en el

documento PNT-CN-01.

Las muestras se conservan en recipientes herméticos en la Cdmara Frigorifica
BG-5 a 5 £ 3 °C hasta la realizacion del analisis. Si éste se demorara mds de una

semana se mantendran en congeladora -20+5° C.
e Operaciones previas

Reconstituir el primer con 500 pL de agua desionizada. Dejar en reposo
durante 10 minutos a temperatura ambiente y agitarlo en el agitador de

balanceo durante aproximadamente 5 minutos.

Cuando sea necesario, reconstituir de la misma manera que el primer los
marcadores del tiempo de retencién con 5mL de agua desionizada. Apuntar en
los viales la fecha de reconstitucion. Estos viales son estables durante 15 dias

desde la fecha de reconstitucién cuando son conservados entre 2/8°C.
e Preparacion de la Hoja de trabajo

Rellenar el R1-PNT-CN-08 Hoja de trabajo de hemoglobinas

identificando las muestras por sencillo.
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e Realizacion

Obtener discos de 3mm de didmetro de las muestras depositdndolos en
los pocillos de la placa segtin su situaciéon en R1-PNT-CN-08 Hoja de trabajo de
hemoglobinas, empezando en el pocillo A4 hasta el H10. Preferiblemente
utilizar las muestras del paquete de TSH. Anadir 250uL de agua destilada a
cada uno de los pocillos que contienen disco. Incubar la placa durante 10
minutos a temperatura ambiente. Agitar 5 minutos en el agitador de placas en

la posicion “slow”.

Tras la agitacion agregar 200uL de agua destilada y de marcadores de
tiempo de retencion en los pocillos destinados a ellos. Preparar una placa aparte
con 200uL de primer en uno de los pocillos, o en dos pocillos si es la primera vez

que se usa la columna analitica.

Crear la lista de trabajo y lanzar el trabajo siguiendo las instrucciones del

PNT-CN-07.

45. Control de la calidad del método

e Control Interno (E1-PNT-CN-08)

En cada placa se incluyen dos marcadores de tiempo de retencién al

inicio y al final de la placa.
-Criterios de aceptabilidad y reglas de decision.

Todos los analitos de los marcadores deberan ser identificados

correctamente.
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-Criterios de repeticion.

Una vez revisados los marcadores se comprueba que todos han sido
correctamente identificados y se evaltian todos los resultados de muestras para

comprobar los fenotipos.

En caso de que aparezca un pico dudoso o haya sospechas de que los
tiempos de retencién hayan variado se repetira por sencillo. Si el resultado es
“not determined” la muestra se repetird con dos discos de 3 mm por sencillo.
En ambos casos se anotardn en la hoja de trabajo de la serie siguiente y en R3-
PGS-CN “Dietario del afio en curso”. Registro repeticiones. Si aparece algin
fenotipo no normal (Sec. 9 del manual del Variant nbs), se guardan las muestras
en el tltimo cajon del congelador BE1-5 para comprobar mediante electroforesis

capilar.

4.6. Expresion de resultados

Los resultados se expresan como fenotipo.
Los fenotipos posibles son:
FA resultados normales.

FAS, FS, FSC y FAC son resultados que indican el posible diagnoéstico

de una anemia falciforme. Se confirmaran mediante Electroforesis capilar.
A indica hemoglobina adulta (transfusion).

AF indica mayor porcentaje de hemoglobina adulta frente a la fetal.
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4.7. Registro de los resultados y comunicacién de los mismos.

Los resultados se registran en la ficha informatizada del recién nacido del
programa MetaB, mediante la opcion registro de resultados, exclusiva del

personal facultativo

Las hojas de trabajo, los cromatrogramas de los marcadores de tiempo y
la lista de resultados (R2-PNT-CN-08 marcadores de tiempo y resultados del
Cribado Neonatal de anemia falciforme) se imprimen y guardan en papel
durante al menos cinco afios, se guardan en las estanterias de la seccion por

afnos, los del mes en curso estan en un AZ eliminandose consecutivamente.

Una vez introducidos los resultados, se validan, apareciendo para su
validacion individual, todos aquellos casos que hayan sido dudosos, repeticion

de muestras por cualquier motivo, valores altos, etc.

Los casos patolégicos son comunicados a los padres y centros de
seguimiento para que sean sometidos a analisis de confirmacién diagndstica y
tratamiento y se guarda un registro en papel en R5-PGS-CN Carpeta registros

positivos

5. Responsabilidades

Es responsabilidad del personal técnico de la secciéon el desarrollo del

método en todas sus fases bajo la supervision del personal facultativo.

Es responsabilidad del personal facultativo de la seccion el registro y la

validacién de los resultados.

La llamada para cita y peticién de nuevas muestras una vez indicada por el

personal facultativo puede realizarla cualquiera de los estamentos del personal,
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tUnicamente cuando los padres soliciten una informacién adicional, sera el

personal facultativo el encargado de dérsela.

Se procurard no realizar en viernes o dias previos a festivos la comunicacién

de valores dudosos o altos para no intranquilizar a los padres.

La comunicacién de resultados positivos a los centros de seguimiento sera

realizada por el personal facultativo o bajo su supervision.

6. Formatos/Especificaciones

E1-PNT-CN-08 Control de calidad interno de anemia falciforme en sangre

desecada en el Variant nbs.
7. Registros

e Programa de la Conselleria de Sanitat “MetaB”.

e RI1-PNT-CN-08 Hoja de trabajo de hemoglobinas en Variant nbs

e R2-PNT-CN-08 Marcadores de tiempo y resultados del Cribado
Neonatal de anemia falciforme

e R2-PGS-CN Control de reactivos.

e R3-PGS-CN “Dietario del afio en curso”. Registro repeticiones

e R5-PGS-CN Carpeta registros positivos
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> ANEXO 3: PNT-CN-06 DETERMINACION DE ANEMIA
FALCIFORME EN CAPILLARIS

COPIA N

FECHA DE ENTREGA:

SERVICIO: ANALISIS CLINICOS

DESTINATARIO:

CARGO:

CONTROL de MODIFICACIONES

Fecha
Descripcion Edicion
Edicién

REVISADO: Responsable de Calidad APROBADOQ: Jefe de Servicio

Fecha de Revision: Fecha de Aprobacidén:

Firma: Firma:
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1. Objeto

Describir las actividades desarrolladas por la seccién de cribado neonatal del
LABORATORIO de ANALISIS CLINICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE
ALICANTE para la determinaciéon cualitativa de anemia falciforme en

especimenes de sangre desecada en papel de filtro.

2. Alcance

Se aplica como método de confirmacién a todas las muestras de sangre
neonatal recogidos sobre papel de filtro, en las que en el andlisis por
cromatrografia (Variant nbs) se hayan identificado variantes anormales de
hemoglobina. Se separan e identifican las variantes de hemoglobinas F, A, S, D,
C, E y hemoglobina de Bart. Los patrones serdn normales, portadores (FAS,

FAC) y afectos (FS y FSC).

3. Referencias y definiciones

— UNE-EN-ISO 9001:2008: Sistemas de Gestion de la Calidad (SGC) -

Requisitos.
— UNE-EN-ISO 9000:2000: SGC - Fundamentos y Vocabulario.
— UNE-EN-ISO 9004:2000: SGC - Guia de la Mejora Continua.

— Decreto 108/2000 para la Autorizaciéon de los Laboratorios Clinicos.

— Manual de la Calidad

— Manual de Instrucciones Capillarys.
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4.Desarrollo

4.1. Principios del método

Descritos en el PNT-BE2-11 CAPILLARYS, del que existe la copia controlada

n° 3 en esta seccidn.

4.2. Material v Aparatos

Descritos en el PNT-BE2-11 CAPILLARYS.

4.3. Reactivos v Controles

e Reactivos
Se guardan en la Cdmara Frigorifica BG-5 a 5£3 °C
-Tampon: vial 700 ml, listo para usar.
-Soluciéon hemolizante para sangre desecada en papel.
-Solucién de lavado. Contiene sosa caustica.
-Segmentos de dilucion.
-Filtros.

e (Controles de migracion v control de calidad

Se guardan hasta su reconstitucién en la Cdmara Frigorifica BG-5.

Una vez reconstituidos se guardan en el arcon-congelador BE2-16.
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-Control Hb AF. 1 vial liofilizado. Obtenido a partir de sangres humanas

normales. Conservar en nevera (2-8° C) hasta su reconstitucion.
Se utiliza como marcador de migracion antes de cada serie.

-Control ASFC. Obtenido a partir de sangres humanas normales. Conservar

en nevera (2-8° C) hasta su reconstitucion.

Se utiliza como control de calidad.

44. Desarrollo del método

Caracteristicas de la muestra:

Sangre sobre papel de filtro obtenida mediante puncién en el talén.
Guardadas en congelador BE1-5, en el cajon de abajo.

e Operaciones previas.
Preparacion de los controles:

- Anadir 1 ml de agua destilada.

- Dejar en reposo 30 minutos y agitar suavemente evitando la formacién
de espuma. Pasar a un tubo eppendorf. Una vez reconstituido guardar
en congelador BE2-16.

- Silos controles ya estan congelados, sacarlos del congelador.

e Realizacion de la lista de trabajo.
e Rellenar el R1-PNT-CN-06 lista de trabajo capillarys con las muestras a
analizar.

e Preparacién de las muestras:
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-Colocar un segmento de dilucién en el soporte (caben un maximo de 12

segmentos).

-Marcar los pocillos del segmento de dilucion del 1 al 8, EMPEZANDO
POR LA DERECHA (en la parte opuesta al c6digo de barras)

-Dispensar 50 pl de agua destilada en cada pocillo del segmento de

dilucién, dejando un pocillo vacio para el control AFSC.

-Obtener las muestras con el perforador manual de Capillarys (guardado
en uno de los armarios del cuartito de cribado) depositandolas en los pocillos
del segmento de dilucién segtin posiciéon en el R1-PNT-CN-08 Hoja de trabajo
de Capillarys, y COINCIDIENDO CON EL NUMERO MARCADO EN EL
POCILLO.

-Poner el soporte con los segmentos en la camara himeda Capillarys,

guardar la caAmara en nevera.

-Dejar que la muestra se impregne con agua destilada un minimo de 2

horas y un méximo de 72 horas.

4.5. Procedimiento.
Preparacion del analisis:
-Encender el aparato: la regleta de enchufes y el ordenador.

-Abrir el programa capillarys desde el icono Sebia del escritorio (contrasefia:

SEBIA)
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-Cuando se enciende el programa aparece una ventana en la que se indica el
nivel de reactivo que tiene cada contenedor, se puede modificar, si no es el nivel

correcto, cambiar el reactivo o eliminar desechos.
-Cambiar el tampon.

-Se abre una ventana pequefia (ventana de estado del capillarys), el aparato
hace una serie de operaciones (cebado, calibracion...), cuando aparece cebado:
cambiar la técnica en el icono de modo de trabajo del programa (arriba a la
derecha), poner Neonatal Hb. Cambiar la técnica también en la barra de debajo
de la pantalla por Neonatal Hb. Cuando ha terminado la ventana de estado

indicard READY y se puede empezar a trabajar.
-Poner el control AF de la siguiente manera:

- Poner el eppendorf con el control AF en el tubo que tiene el c6digo de
barras de AF(guardado en la caja del KIT)

- Colocarlo en la posicién 1 del cargador 0.

- Poner un tubo con 1ml de solucién hemolizante (la que pone papel) en la
posicion 8 del cargador.

- Poner un segmento de dilucién verde en el cargador.

- Introducir el cargador en el aparato.

- Seleccionar Hb AF y dilucién automatica (en una ventana que aparece).

- Cuando el control termine VOLVERLO A PASAR (HAY QUE PASARLO
2 VECES).

e Esperar a que salgan los dos controles, si han salido bien (los dos
picos de hemoglobina estdn bien definidos) se pueden pasar las
muestras.

e Poner en el pocillo que se ha dejado vacio del segmento de

dilucién 35 ul de agua destilada y 10 ul de control ASFC
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e Colocar el segmento de diluciéon con las muestras eluidas y el
control en un cargador.

e Poner un tubo con 0.6 ml de solucién hemolizante en la posicion 8
del cargador.

e Introducir en el Capillarys.

e Cuando el andlisis termine volver a cambiar la técnica por Protein
(E), cambiar el tampon por el de proteinas y avisar al personal

que trabaja habitualmente con el Capillarys.

45.2. Analisis de resultados.

e Las variantes presentes en la muestra son identificadas segtn su
posicion o zona de migracion, centrados respecto a la hemoglobina A
del contro AF.

e A medida que las muestras se analizan van saliendo en pantalla los
perfiles electroforéticos de cada muestra. Para identificar las muestras
ir en cada una de ellas a identificacién y poner el namero de muestra
segun la lista de trabajo R1-PNT-CN-06.

e Desde el ordenador MAESTRO imprimir un control AF y las
muestras y control ASFC (para esto cambiar en la parte de abajo del
maestro la técnica a Neonatal Hb), ir a edicién de curvas/impresion

de informes y seleccionar los que queremos e imprimir.

4.6. Control de la calidad del método

-Control Interno (E1-PNT-CN-06)

En cada serie se pone:
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e Control Hb AF como se describe en preparacion de andlisis, se
hacen 16 replicados del control.

e Control ASFC
-Criterios de aceptabilidad y reglas de decision:

Todas las variantes de los controles deberan ser identificados correctamente.

-Criterios de aceptacion:

Una vez revisados los marcadores se comprueba que todos han sido
correctamente identificados y se evaltian todos los resultados de muestras para

comprobar los fenotipos.

En caso de que aparezca alguna discordancia importante con los

resultados del HPLC, se pedird nueva muestra para confirmar.

-Evaluacion Externa de la Calidad (E2-PNT-CN-08)

4.7. Expresion de resultados

Los resultados se expresan como fenotipo.
Los fenotipos posibles son:
FA resultados normales.

FAS, FS, FSC y FAC son resultados que indican el posible diagnéstico de

una anemia falciforme. Se confirmaran mediante Electroforesis capilar.
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A indica hemoglobina adulta (transfusion).

AF indica mayor porcentaje de hemoglobina adulta frente a la fetal.

4.8. Registro de los resultados y comunicacién de los mismos.

Los resultados se registran en la ficha informatizada del recién nacido del
programa MetaB, mediante la opcion registro de resultados, exclusiva del

personal facultativo

Las hojas de trabajo, los perfiles electroforéticos de los controles y las
muestras (R2-PNT-CN-06 controles y resultados del Cribado Neonatal de
anemia falciforme en Capillarys) se imprimen y guardan en papel durante al
menos cinco afios, se guardan en las estanterias de la seccion por afios, los del

mes en curso estan en un AZ elimindndose consecutivamente.

Una vez introducidos los resultados, se validan, apareciendo en

validacién manual (individual).

Los casos patolégicos son comunicados a los padres y/o centros de
seguimiento para que sean sometidos a andlisis de confirmacién diagnéstica y
tratamiento y se guarda un registro en papel en R5-PGS-CN Carpeta registros

positivos

5. Responsabilidades

Es responsabilidad del personal técnico de la secciéon el desarrollo del

método en todas sus fases bajo la supervisién del personal facultativo.
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Es responsabilidad del personal facultativo de la seccion el registro y la

validacién de los resultados.

La llamada para cita y peticiéon de nuevas muestras una vez indicada por el
personal facultativo puede realizarla cualquiera de los estamentos del personal,
Unicamente cuando los padres soliciten una informaciéon adicional, serd el

personal facultativo el encargado de dérsela.

Se procurard no realizar en viernes o dias previos a festivos la comunicacién

de valores dudosos o altos para no intranquilizar a los padres.

La comunicacién de resultados positivos a los centros de seguimiento sera

realizada por el personal facultativo o bajo su supervision.

6. Formatos/Especificaciones

-E1-PNT-CN-06 Control de calidad interno de anemia falciforme en sangre

desecada Capillarys
-Programa de la Conselleria de Sanitat “MetaB”.
-R1-PNT-CN-06 Hoja de trabajo de hemoglobinas Capillarys

-R2-PNT-CN-08 Controles y resultados del Cribado Neonatal de anemia

falciforme en Capillarys.
-R2-PGS-CN Control de reactivos.
-R3-PGS-CN “Dietario del afio en curso”. Registro repeticiones

-R5-PGS-CN Carpeta registros positivos.

203
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7. Anexos

R1-PNT-CN-06

FECHA y RACK

N° POCILLO

N° MUESTRA
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