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SCREENING Y DIAGNOSTICO MOLECULAR DE TALASEMIA. REVISION
BIBLIOGRAFICA

1. Resumen

Introduccion: La talasemia es una enfermedad hereditaria caracterizada por
alteracion de los globulos rojos, evidenciandose disminucion del tiempo de vida,
provocando asi diferentes grados de anemia. El diagnéstico puede ser realizado
mediante pruebas: hemoglobina capilar, frotis de sangre periferica, citogenético,
marcadores moleculares, se analizan en conjunto mediante diferentes

algoritmos.

Metodologia: Se realizd6 una revision bibliografica tipo scoping review para
analizar las pruebas de screening y diagnostico molecular segun el tipo y la
capacidad de cada una para precisar los diferentes tipos de talasemia empleadas
a nivel global, mediante la revision de articulos principalmente de los ultimos

cinco anos publicados, en inglés y espafiol que validan pruebas diagnosticas.

Resultados: Como pruebas iniciales, el hemograma completo, analisis
especificos relacionados con la hemoglobina y pruebas geneticas.

Por otro lado, existen varios algoritmos matematicos, siendo el mas utilizado el
indice RBC, maquina de vectores de soporte, indices de glébulos rojos, férmula
de Matos & Carvalho. La secuenciacién combinada de nueva generacién (NGS)
y gap PCR son métodos eficaces de deteccion sobre todo de tipo prenatal y para
los portadores de talasemia.

Conclusiones: las pruebas para screening y diagnostico molecular han
mejorado en los ultimos afos, permitiendo identificar el tipo especifico de la
alteracion. De la misma forma existen los algoritmos matematicos como opciones
para diagnostico oportuno y temprano, sin dejar de lado las pruebas

citogeneticas que tienen un papel importante en el resultado final.

Palabras clave: talasemia, screening, diagndstico, algoritmos matematicos,

pruebas genéticas, hemograma.



2. Abstract

SCREENING AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF THALASEMIA.
BIBLIOGRAPHIC REVIEW

Introduction: Thalassemia is an inherited disease characterized by the alteration
of red blood cells, evidencing a decrease in the life span, thus causing different
degrees of anemia. The diagnosis can be made by means of tests: capillary
hemoglobin, peripheral blood smear, cytogenetic, and molecular markers, which
are analyzed together by different algorithms.

Methodology: A literature scoping review was performed to analyze the
screening and molecular diagnostic tests according to the type and capacity of
each one to determine the different types of thalassemia used globally by
reviewing articles mainly from the last five years published in English and Spanish
that validate diagnostic tests.

Results: As initial tests, complete blood count, specific hemoglobin-related tests,
and genetic tests, on the other hand, there are several mathematical algorithms;
the most widely used is the RBC index, support vector machine, red blood cell
indices, and Matos & Carvalho formula. Combined next-generation sequencing
(NGS) and gap-PCR are effective screening methods, especially for prenatal and
for thalassemia carriers.

Conclusions: Tests for screening and molecular diagnosis have improved in
recent years, allowing the identification of the specific type of alteration. In the
same way, mathematical algorithms exist as options for early and timely
diagnosis without neglecting cytogenetic tests that have an important role in the

final result.

Keywords: thalassemia, screening, diagnosis, mathematical algorithms, genetic

tests, blood count.
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2. Introduccion

La talasemia es un conjunto de sindromes relacionados con la alteracion de la
hemoglobina y sus cadenas , en forma cuantitativa o cualitativa de transmisién
hereditaria. En su presentacion clinica algunas formas se caracterizan por

anemia hemolitica coombs negativa. (1).

En los casos leves de talasemia generalmente presentan sintomatologia
inespecifica o leve, en contraste con la talasemia mayor en la cual se presentan
sintomas graves segun la severidad de la anemia, por lo cual en cuadros
especificos puede ser necesario requerimiento transfusional de globulos rojos,
con un control adecuado de la eliminacién del hierro, cuadro que puede
complicar multiples organos o en ciertos casos llegar a trasplante de células
madre hematopoyéticas empleadas usualmente para el tratamiento de los casos
severos de talasemia(2,3).

La distribucion de esta enfermedad es a nivel mundial(2—4). Su diagndstico
principalmente se realiza con hemograma, estudios de electroforesis, genéticos
y moleculare. En los ultimos afios hay un avance importante en el uso de
biomarcadores que pueden ayudar en el diagndstico, estadificacion y pronostico
en los pacientes con 3 talasemia (5).

En si la talasemia, es una condicion de base genética que provoca una menor
vida util del globulo rojo (6). Consecuentemente la clinica es el resultado de una
anormalidad genetica puesto que en general regulan la formacién de la
hemoglobina (7).

En relacion a la herencia principalmente, es un rasgo autosémico recesivo. Se
presenta por lo tanto en sujetos homocigotos cuando ambos alelos estan
mutados. La presencia del rasgo talasémico en la forma heterocigota no conduce
a una condicion patoldgica, por lo que a estos sujetos se los considera

portadores sanos por lo tanto el cribado de la poblacidn heterocigota es
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fundamental para mantener bajo control la difusién de la patologia talasémica
(7-9).

Por otra parte para realizar el diagnostico es necesario un conteo sanguineo
completo,que es la prueba de deteccidn primaria. Sin embargo, debido a las
multiples causas que pueden provocar la disminucion del conteo de globulos

rojos, el diagndstico se considera que aun es limitado (1,10,11).

Existen varios tipos de talasemias o en otros terminos rasgos de talasemia, estos
ultimos no tienen la enfermedad como tal pero heredan los genes que causan la

misma. (12)

El diagndstico manual se realiza por especialistas cuya decision se basa en un
indice de valores combinados matematicamente de las caracteristicas del
globulo rojo y todo lo relacionado con su morfologia, por lo que para el
diagnodstico de las diferentes formas de talasemia se han propuesto pruebas
diagndsticas variadas, automatizadas; al inicio se emplearon algunas pruebas

de analisis de imagenes, técnicas estadisticas y de agrupamiento (13).

Luego el protocolo cambio a los sistemas expertos basados en reglas como los
hibridos de red neuronal que se han probado con éxito en ensayos clinicos.
Fundamentalmente estas pruebas buscan diferenciar entre una amplia gama de
enfermedades hematoldgicas, incluida la anemia (14). Los sistemas basados en
redes neuronales, una técnica de K-vecinos permite diferenciar entre dos tipos
de portadores de genes talasémico y sujetos normales, hay estudios que han
demostrado que esta técnica es capaz de diferenciar entre todos los tipos de

talasemia. (15).

Esta revision bibliografica analiza las investigaciones actuales sobre los métodos
de screening y diagndstico molecular para la deteccidn de la talasemia.
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3. Planteamiento del problema

Debido a que muchas de estas técnicas que buscan un diagnéstico seguro del
defecto genético son lentas y costosas, es importante contar con un sistema
automatizado de apoyo al diagnodstico que se ocupe principalmente de los datos
hemocromocitométricos y de la cuantificacion simple de HbA2.

La clasificacion de talasemia generalmente se puede formular en un problema
de reconocimiento de patrones. En esta revision bibliografica se busca sintetizar
los procedimientos de screening y diagnostico molecular empleados en la
actualidad, analizar sus costos, su aplicabilidad, su efectividad y seguridad para

un diagndstico certero, segun los tipos de talasemia.

La talasemia es una enfermedad que puede pasar desapercibida en los casos
leves, pero en los casos graves puede comprometer la vida de los pacientes (9).
El diagndstico y manejo de la talasemia no es facil de realizar, es necesario una
serie de pruebas para identificar el tipo de talasemia (16). El tratamiento tampoco
es sencillo, requiere de la aplicacion de protocolos que buscan mejorar la
condicion de la anemia, con transfusiones sanguineas y en otros casos
trasplantes con células madre con el propdsito de buscar la curacién (17). Todos
estos procedimientos y cuidados son costosos, no siempre estan disponibles en
todas las instituciones de salud, especialmente en paises subdesarrollados, y el
costo puede limitar su acceso. Por lo tanto, es una enfermedad que compromete
y deteriora seriamente la calidad de vida del paciente, de su nucleo familiar y
puede ser un problema social si su ocurrencia es alta (18,19).

La talasemia y otras hemoglobinopatias actualmente se consideran problemas
globales debido a la alta dispersion por la migracion desde areas nativas como
el Mediterraneo, Africa y Asia, siendo ahora endémica toda Europa, las Américas
y Australia (20). En el manejo de los pacientes con talasemia, también es
importante el diagndstico molecular, debido a que el desarrollo de aloanticuerpos
hemoliticos y autoanticuerpos eritrocitarios complica la terapia de transfusion en

pacientes con talasemia (20). Sin tratamiento la B-talasemia mayor es letal en la
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primera década de vida debido a la compleja fisiopatologia, que conduce a
amplias manifestaciones clinicas (21).

No hay un protocolo unico de diagnostico para talasemia y para la deteccién de
portadores en la poblacion, a nivel mundial el diagnostico de la talasemia
depende de la manera en que estan estructurados los programas de deteccidn
de portadores de talasemia, los cuales pueden variar dependiendo si estos son
obligatorios o voluntarios, la educacion, el asesoramiento genetico y si la

deteccion se realiza antes del embarazo o antes del parto (22).

Pregunta de investigacion: ;cuales son las pruebas de screening y diagnéstico
molecular segun el tipo y la capacidad de cada una para precisar los diferentes
tipos de talasemia empleadas a nivel global?
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4. Justificacion

Una revision bibliografica de la talasemia sobre los métodos de screening y
diagndstico es importante para mejorar los protocolos de atencion de los
pacientes con sospecha de la enfermedad, en quienes se busca ademas de
diagnosticar, identificar el tipo de talasemia para emplear los mejores
tratamientos disponibles en la actualidad y adaptarlas a nuestro medio. De la
misma manera en relacion a la mejoria de metodos diagnosticos con el desarrollo
de nuevas tecnologias y estrategias de analisis que ayudan para un diagnostico
y tratamiento mas certero, en vista de que no hay una prueba unica para
confirmar la talasemia, es necesario en muchos casos una serie de pruebas las
cuales, han evolucionado en los ultimos anos y que de alguna manera nos
ayudara a mejorar los protocolos de atencion, especialmente ajustados a la
disponibilidad de insumos, tecnologia, recursos y profesionales en cada centro
de salud en diferentes partes del mundo.

En esta revision bibliografica se analiza el diagndstico segun clasificacion de la
talasemia, una descripcion de los laboratorios y requisitos, las diferentes pruebas
de laboratorio segun sus aplicabilidad, utilidad, costos e indicaciones, segun las
experiencias de diferentes paises, donde es mas frecuente esta enfermedad y
existe mas evidencia , consecuentemente desarrollo de diferentes metodos que

contribuirian al adecuado diagnostico y manejo.
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5. Marco teodrico

La talasemia es un tipo de hemoglobinopatia hereditaria que da como resultado
defectos en la produccion de hemoglobina (9,12,13); esta presente en diferentes
formas, la mejor y mas conocida de ellas es la llamada a y B talasemia,
dependiendo de si los genes mutados son de la cadena a o B de la hemoglobina
respectivamente. Hay diferentes tipos de talasemia-a segun su mutacion
genéticas. En la B-talasemia menor, una copia del gen de la cadena (3 es
defectuosa y, por lo general, los afectados no tienen sintomas, excepto en el
embarazo, sobreanadido a su efecto fisiolgico (7). En contraste con la talasemia-
B mayor que es la forma mas severa de talasemia y se caracteriza por la

mutacion de ambas copias del gen que codifica la cadena B. (12).

El reconocimiento de portador de talasemia a y 3 se basa en un analisis de primer
nivel realizado con datos hemocromocitométricos y un examen de segundo nivel
(cuantificacidon de HbA2, sintesis de cadenas de globina y analisis genético
(11,16,22,24).

Las alfa talasemias se caracterizan por un déficit en la produccion de las cadenas
de globina alfa de la hemoglobina. Se hereda como un trastorno autosémico
recesivo con un espectro clinico desde curso asintomatico (en el caso de
portadores silentes) hasta formas mas severas de hemdlisis y muerte en el
periodo neonatal.

Estos cuadros clinicos se correlacionan con la pérdida de uno hasta cuatro genes
de alfa globina (HBA2 y/o HBA1) respectivamente. Las formas mutacionales,
menos frecuentes, son en general un poco mas severas que las delecionales
correspondientes porque el sistema proteolitico debe degradar no soélo las
cadenas de beta globina excedentes sino también las de alfa globina anomalas.

Por otro lado si en bien es cierto la b talasemia menor por lo general no presnta
sintomatologia hay ocasiones en la cual se ve alterada la inmnunidad del

huesped fisologicamente o no , como se menciono anteriormente en el caso del
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embarazo o en el caso de algunas enfermedades sistemicas en las que es

necesario la suplementacion con acido folico . (10,11)

Sin embargo, la anemia asociada con la talasemia puede ser grave y se
acompana de eritropoyesis ineficaz, con expansidn 6sea y hematopoyesis
extramedular en el higado, el bazo y otros sitios, como masas paravertebrales.
El tratamiento principal de este trastorno es la terapia transfusional que permite
un crecimiento, desarrollo normales y suprime la eritropoyesis ineficaz (12).
Debido a la alto requerimiento transfusional que mencionamos anteriormente
existe mayor predisposicion a sobrecarga de hierro por entrada de Hierro directo
a los depositos en higado, y al no existir sistema de excrecion, posteriormente
va a producir dafio en diferentes organos y consecuentemente sera necesario
realizar quelacion del mismo. Por otro lado se ha demostrado que dentro de las
causas de muerte en este tipo de pacientes son las infecciones.

En relacion al tratamiento la opcion terapeutica curativa se encuentra el
trasplante de médula ésea y con los nuevos avances a futuro probablemente las
terapias génicas asi como otros medios moleculares podrian ser factibles
(9,10,11).
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5.1 Epidemiologia

Aproximadamente cada afo 70.000 infantes nacen con (B talasemia a nivel
mundial (25). En china la prevalencia general de a-talasemia, 3 talasemia y a/[3-
talasemia es del 7.88%, 2.21% y 0.48% respectivamente (4). La talasemia
puede ser encontrada en mas de 60 paises en el mundo, con una poblacién de
portadores (heterocigotos) de hasta 150-200 millones de personas o el 4.5% de
la poblacion mundial, y al menos 300.000 homocigotos afectados letalmente

nacen anualmente (3).

La B talasemia tradicionalmente ha sido mas comun en ciertas regiones del
mundo, como el Mediterraneo, Medio Oriente y el sudeste asiatico. Sin embargo,
esta aumentando en otras partes del mundo incluido Norte de Europa y América
del Norte, principalmente debido a la migracion (26).

7.2 Protocolos de prevencion y control de la talasemia

La prevencidon y control de la talasemia consiste principalmente en consejo
genetico, desencandenado la necesidad de cribado obligatorio con la realizacion
de diversos programas que orienten a la poblacion en relacion a las

consecuencias en caso de no realizarlo(27).

El tamizaje neonatal es una estrategia para ofrecer un diagnodstico temprano para
los nifios afectados y a su vez para proveer asesoramiento genético a las familias
(28). El diagndstico de talasemia en recién nacidos se puede realizar mediante
la separacion y medicion de las fracciones de hemoglobina mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), electroforesis capilar (EC) o
enfoque isoeléctrico (IEF) (29).

La talasemia se caracteriza por la formacion de y 4(Hb Bart) tetrameros al nacer,
lo cual es el objetivo principal de deteccion ideal ampliamente utilizado (30). Las

fracciones normales de hemoglobina en un recién nacido no prematuro son: Hb
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F = 80%, Hb A=20% (31). La ausencia o niveles muy bajos de hemoglobina A
(£1.5%) es casi diagnostico de B-talasemia mayor o intermedia, con una
sensibilidad del 98.5% y una especificidad del 99.9% (32).

Mientras que la fraccion HbA2, el marcador clasico del rasgo de [(-talasemia,
suele ser indetectable o en un nivel muy bajo al nacer. Por ello en el recién nacido

en el tamizaje neonatal se emplea mas la deteccion de Hb A (32).

5.3 Clasificacion

Las B-talasemias se clasificaron anteriormente como talasemia mayor, talasemia
intermedia y talasemia menor, pero una clasificacion mas util es la de talasemia
dependiente de transfusiones (TDT) o talasemia no dependiente de
transfusiones (TNDT). La decision de iniciar transfusiones periddicas incluye
datos de laboratorio objetivos, asi como hallazgos clinicos. Se recomienda la
transfusion si el nivel de hemoglobina en estado estacionario es inferior a 7 g/dL.
El crecimiento deficiente, el desarrollo de prominencia frontal o hiperplasia
maxilar u otros sintomas de anemia y eritropoyesis ineficaz, incluso en ausencia

de anemia grave, deben impulsar el inicio de transfusiones (33).

5.4 Pruebas diagnoésticas

El diagndstico de la talasemia requiere una evaluacion integral que combine
fenotipos de globulos rojos, perfiles de hemoglobina y analisis de ADN, mismos
que se puede realizar a cualquier edad; sin embargo, la interpretacion requiere
de rangos especificos para cada edad. Para confirmar el diagndstico clinico es
necesario analisis genético de las mutaciones de globina, ademas de ser un
parametro para el asesoramiento genético, el calculo del riesgo genético y las
pruebas genéticas prenatales y preimplantacionales (34).

e Analisis de morfologia del gobulo rojo: el analisis de imagenes
automatizado para clasificar la anemia directamente sobre la base del
tamafo de los globulos rojos, mediante frotis de sangre periferica. La
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clasificacion de la anemia y la graduacion de la anisocitosis se obtiene
independientemente del recuento de glébulos rojos.

Sindromes talasémicos y hemoglobinopatias talasémicas, son
facilmente sospechables por su microcitosis e hipocromia, sobre todo
si estan presentes también en familiares consanguineos, recordando
que hay otras causas de microcitosis hipocromica (ferropenia,
anemias sideroblasticas hereditarias) y no hipocromica (anemias con

esquistocitos).

a) La presencia de punteado basofilo y de una Hb A2 mayor de 3.5 %
practicamente certifican el diagnéstico de wuna B-talasemia
heterocigota (talasemia menor) (35).

b) La coexistencia de microcitosis hipocromica y de una banda
anomala en la electroforesis de hemoglobina hara sospechar una
hemoglobinopatia talasémica: banda entre Hbs Ay A2 (11-15 %) y
ascendencia mediterranea orientaran hacia una Hb Lepore
(delecional), banda en posicion de Hb A2 (20-25 %) y ascendencia del
sudeste asiatico sugeriran una Hb E (mutacional). El estudio familiar
es fundamental en el diagnostico diferencial de coherencia de una
hemoglobinopatia y de un sindrome talasémico (35).

c) Si los valores eritrociticos son mas bajos (Hb < 9 g/dL) de lo
esperable para una talasemia menor correspondera sospechar una
talasemia intermedia(5), eventualmente con presencia de eritroblastos
circulantes, por lo que se impone el estudio de ambos padres, uno de
los cuales puede ser hematimétricamente normal, por ejemplo, por

presencia de una triple a heterocigota (aa/aaa) (35).

d) Los pacientes con talasemia mayor se presentan con anemia muy
severa a partir de los 4-6 meses de vida y generalmente se

diagnostican antes de los 2 afios de edad (35).
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e) Una Hb A2 tirando a baja (< 2 %) hara pensar en a-talasemia(6), ya
sea rasgo a-talasemia, con valores e indices eritrociticos en el limite
inferior normal, o portador de a-talasemia, con valores y sobre todo
indices eritrociticos disminuidos, en grado similar a los de una b-

talasemia heterocigota (35).

f) Si los valores eritrociticos son mas bajos (Hb < 9 g/dL) de lo
esperable para una a-talasemia leve correspondera sospechar una
enfermedad con Hb H (homotetrameros b4 ), eventualmente con
presencia de cuerpos de inclusion (pelotas de golf) en coloraciones
supravitales (azul brillante de cresilo), por lo que se impone un estudio
de ambos padres, posiblemente uno con rasgo de a-talasemia y el otro
portador de a-talasemia (35).

e Hemoglobina capilar: consiste en la separacion y cuantificacion de la
hemoglobina. La interpretacion de los resultados se basa en determinar
la presencia de Hb Bart como diagndstico de a talasemia. El empleo de
multiples parametros y reglas de interpretacion es necesario para el
diagnoéstico de (-talasemia. En estos casos se emplean programas de
computadora con diversos algoritmos para precisar el diagnostico (36).

¢ Analisis molecular: se realiza para todos los pacientes en sincronia. Se
extrae el ADN gendmico de muestras de sangre seca utilizando un
extractor automatico de acidos nucleicos. Se busca determinar las tres

deleciones comunes de a-talasemia (36).

6. Barreras para la deteccion primaria de Talasemia

Entre las barreras que se han identificado para la deteccion primaria de la
talasemia en Arabia Saudita son las bodas planificadas 43%, miedo a la
desgracia social 21%, presion de la familia 17% y factores religiosos 14%. En
Oman las barreras son temor a los resultados positivos 4%, lo cual lo consideran

como un insulto. En Iran tiene influencia la carga financiera de las parejas, la
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fobia de las enfermedades, el miedo a los resultados positivos, la dificultad de
accesibilidad, las variaciones étnicas y los factores sociodemograficos. En
Pakistan son importantes factores como la situacion economica, la religion y la
falta de conciencia (25).
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7. Objetivos.

7.1 Objetivo General

Analizar las pruebas de screening y diagnostico molecular segun el tipo y la
capacidad de cada una para precisar los diferentes tipos de talasemia empleadas
a nivel global.

7.2 Objetivos especificos

e 8.2.1 Describir las principales pruebas de screening y diagndstico
molecular segun las indicaciones, el método empleado, la eficacia y
seguridad.

e 8.2.2 Comparar los diferentes estudios segun las experiencias reportadas
al momento del diagndstico con el uso de diferentes protocolos para el
diagnéstico de talasemia.

8. Metodologia

8.1 Tipo de diseno: revision bibliografica tipo Scoping Review

Este tipo de revisiones son mas estructuradas que las revisiones narrativas, pero
no son tan complejas como una revision sistematica. Su objetivo es identificar la
naturaleza y el alcance de la evidencia de las investigaciones publicadas en los
articulos cientificos.

high

confidence

narative
rEview
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8.2 Criterios para la inclusién de estudios

Tipos de participantes: se consideraron estudios con personas de todas las
edades, con mayor énfasis en estudios prenatales y natales en los cuales se
hayan analizado protocolos para el diagndstico de talasemia. Dado que existe
una amplia gama de pruebas diagnosticas se revisaron algunos estudios para el
analisis historico de desarrollo de estas pruebas, y se seleccionaron
especialmente los estudios de los ultimos cinco afios para presentar la

informacion actualizada.

8.3 Tipos de pruebas diagnésticas que seran analizadas

Se incluyeron estudios en los cuales se hayan probado la utilidad de analisis de
imagenes, hemoglobina capilar y analisis moleculares. Los disefios de estudios
que se consideraron fueron estudios transversales para diagndéstico de talasemia

y disefos de validacion de pruebas diagndsticas, ademas de observacionales.

8.4 Criterios para la exclusién de estudios

En la revision bibliografica no se incluyeron estudios de casos clinicos, estudios
cualitativos, o estudios en los cuales no se haya evaluado las pruebas
diagnodsticas para determinar su validez y utilidad. Se excluyeron también
estudios en los cuales no se describen las pruebas diagndsticas empleadas para
el diagnostico de talasemia.

8.5 Métodos de busqueda para la identificacidon de
estudios

Se busco estudios publicados relevantes en las principales bases de datos, en
idioma espanfiol o ingles preferentemente de los ultimos 5 afios. Las estrategias
de busqueda incluyeron los siguientes términos: talasemia OR thalassaemia
AND Diagnostic, OR (thalassaemia AND Tests) OR (thalassaemia AND
Screening) OR Molecular AND thalassaemia Tests).
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La busqueda incluy6 bases de datos como la Cochrane Central Registered of
Controlled Trials (CENTRAL), MEDLINE), PubMed, Embase Ovid, US National
of Health Ongoing Trials Register Clinical Trials, SCOPUS, Web of Science,
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). También se analizaron trabajos de la
American Society of Hematology; the British Society for Haematology Annual
Scientific Meeting; the Caribbean Public Health Agency Annual Scientific Meeting
(formerly known as the Caribbean Health Research Council Meetings) and the

National Sickle Cell Disease Program Annual Meeting.

8.6 Seleccion de estudios

La seleccion de los estudios se realizé con el apoyo del director de la tesis quien
tienen formacién y experiencia en el tema planteado, ademas del apoyo
metodologico del asesor de tesis. También, para la seleccion de los estudios se
solicito el apoyo de otro médico especialista en el tema. Se obtuvieron los
estudios completos potencialmente relevantes y se determin6 de forma
independiente si cumplen con los criterios de inclusidn predefinido de la revision

bibliografica mediante un formulario elaborado previamente.

8.7 Extraccion y sintesis de los datos extraidos

Se extrajeron los datos de los estudios incluidos en un formulario de recopilacién
de datos especialmente disefiado que incluya el titulo, autor, afos, tipo de

estudio y resultados principales.
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9. Resultados

La talasemia es un grupo heterogéneo de trastornos genéticos consecuencia de
una disminucion de la sintesis de las cadenas alfa o beta de la hemoglobina (17).
La hemoglobina es la proteina transportadora del oxigeno, la misma que esta
compuesta por dos proteinas, una alfa y una beta. La alteracion en la formacién
de estas proteinas provoca que los glébulos rojos no se formen correctamente y
no puedan transportar suficiente oxigeno, se manifiesta con una anemia que

comienza en la infancia y dura toda la vida (37).

La talasemia es una enfermedad hereditaria, por lo cual uno de los padres debe
ser portador de la enfermedad. La causa es una mutacion genética o la
eliminacién de ciertos fragmentos de genes clave. La a talasemia se debe a la
eliminacién del gen de la globina alfa lo que provoca una produccion disminuida
o nula de cadenas de globina alfa (38). El gen de la globina alfa tiene 4 alelos y
la gravedad de la enfermedad varia de leve a grave segun el numero de
delecciones de los alelos. La delecion de cuatro alelos es la forma mas grave en
la que no se producen globinas alfa y el exceso de cadenas gamma (presentes
en el periodo fetal) forma tetrameros; ésta es incompatible con la vida y produce
hidropesia fetal. La delecion de un alelo es la forma mas leve y en su mayoria
es clinicamente silenciosa (39).

La B talasemia resulta de mutaciones puntuales en el gen de la globina beta. Se
divide en cuatro categorias segun la cigosidad de la mutacién del gen beta. Una
mutacion heterocigética (beta-plus-talasemia) da como resultado una
betatalasemia menor en la que las cadenas beta estan subproducidas; las
manifestaciones son leves y es generalmente asintomatica. La talasemia beta
mayor es causada por una mutaciéon homocigotica (talasemia-beta-cero) del gen
de la globina beta, lo que resulta en la ausencia total de cadenas beta.
Clinicamente se manifiesta con ictericia, retraso del crecimiento,
hepatoesplenomegalia, anomalias endocrinas y anemia grave que requiere de
transfusiones de sangre de por vida. La condicion entre estos dos tipos se llama
betatalasemia intermedia con sintomas clinicos de leves a moderados (40—42).
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Para el diagnostico se pueden solicitar las siguientes pruebas: hemograma
completo para determinar la cantidad de hemoglobina y los diferentes tipos de
células sanguineas, principalmente los globulos rojos. Quienes tienen talasemia
producen menos glébulos rojos sanos y menos hemoglobina que lo normal
(trastonros cuantitativos o cualitativos), de la misma forma se pueden identificar
en los glébulos rojos como: menor tamafio o diferentes formas. Los analisis
especiales de la hemoglobina son necesarios para evaluar el tipo de
hemoglobina en la muestra de sangre. La electroforesis ayuda a determinar la
hemoglobina anormal. Los analisis genéticos sirven para determinar el tipo

especifico de talasemia (43).

Los analisis prenatales se realizan para diagnosticar si un producto tiene
talasemia y determinar el grado de la posible severidad de la enfermedad. Estos
examenes incluyen el muestreo de vellosidades coridnica que se realiza entre la
semana 11 de la gestacion, y la amniocentesis que se puede realizar entre la
semana 16 de la gestacion en una muestra de liquido amnidtico. Entre las bases
del diagnostico esta la presencia de microcitosis la misma que no se relaciona
con el grado de anemia, el tener antecedentes familiares, el diagnostico de
anemia microcitica de por vida, recuento de eritrocitos normal o elevado,
cambios en la forma de los eritrocitos con microcitosis, hipocromia, acantosis y

dianocitosis (44).

Tabla N.1 Pruebas de hemoglobina y algoritmos mateméaticos

Referencia Método Disefio Pais Afo Resultados principales
estudio

Jia et al (45) Espectrometria | Validacion China 2018 Se proporcion6 las caracteristicas Raman
de prueba de los glébulos rojos en pacientes con f3-
diagndstica talasemia mayor se apoya el uso de LTRS

como método para la deteccion de B-

talasemia mayor.

Ambayyaetal, | af3 Algoritmo Validacién | Malasia | 2021 Sensibilidad 92%, especificidad 90% para

(46) de prueba discriminar la talasemia a de la 3.
diagnéstica

Azma et al, | Studio Validacién | Malasia | 2018 Los parametros de glébulos rojos para los

(47) comparativo de prueba rasgos de talasemia a parecian ser mas
diagnéstica altos que los rasgos de talasemia B. Las

diferencias en los parametros de glébulos
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rojos en la deteccion de primera linea para
portadores de talasemia parecen ser Uutiles
en la estrategia para una decision rentable
sobre las pruebas de confirmacion

adicionales que se deben realizar.

Shine et al, | Studio Prueba EEUU 1977 Método que incluye electroforesis de
(48) comparativo diagnéstica hemoglobina, volumen corpuscular medio
y y determinacion de A2. En esta serie,
este nuevo método detectd 137 de 138

heterocigotos con un 4,4 % de falsos

positivos.
Roth et al, (49) | Método Prueba Israel 2017 La férmula SVM mostré una sensibilidad
matematico diagnostica del 98% y un valor predictivo negativo del

99.7%. Encontramos una férmula confiable
que se puede incorporar a cualquier
contador de sangre automatico para alertar
a los proveedores de salud sobre la
posibilidad de que una mujer sea portadora

de B-talasemia.

Matos et al, | Desarrollo de | Prueba Brazil 2016 La férmula llamada Matos & Carvallo tiene
(50) un indice diagnostica una sensibilidad 99.3%, especificidad
76.7%, eficiencia 95.7%, indice de
Youden 0.95 y un area bajo la curva de
0.83. El desempefio de este indice es

excelente.

Métodos de Screening

9.1 Conteo sanguineo completo (CBC)

Esta prueba es quizas el principal método por ser la mas utilizada debido a su
bajo costo y simplicidad. Se basa en determinar numerosos parametros de los
glébulos rojos que expliquen la anemia, de los cuales los mas utilizados son el

volumen corpuscular medio (MVC) y la hemoglobina corpuscular media (MCH).

9.2 Prueba de fragilidad osmética (OFT)

Es un método para detectar la resistencia de los eritrocitos a la hemdlisis
hipotdnica que se puede utilizar para la deteccion y el diagndstico diferencial de
la talasemia. Los pacientes con talasemia tienen una fragilidad reducida de la
membrana de los eritrocitos debido a anomalias morfolégicas, metabdlicas y

bioquimicas de sus membranas, lo que da como resultado un menor grado de
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hemdlisis en soluciones hipoténicas que en los eritrocitos normales. Esta prueba

se puede realizar mediante métodos cuantitativos y cualitativos.

9.3 Analisis de hemoglobina

El analisis de la hemoglobina es un importante método de deteccion que estima
el tipo de talasemia al detectar la expresidn de globina en un paciente.
Actualmente, los métodos de analisis de Hb mas utilizados en clinica incluyen la
cromatografia liquida de alta resolucion (HLPC) y la electroforesis capilar (CE),
que incluyen principalmente el enfoque isoeléctrico capilar (CIEF) y la
electroforesis de zona capilar (CZE).

Matos et al, (50) propone un nuevo indice para discriminar entre anemia
ferropénica y rasgo talasémico sobre todo de utilidad para paises
subdesarrollados por la simplicidad del método y su bajo costo. Para el estudio
se utilizaron datos de hemogramas de 291 pacientes algunos con rasgo
talasemico y otros con anemia por deficiencia de hierro respectivamente. La
deficiencia de hierro, el rasgo de 3 talasemia y a talasemia se confirmaron
mediante pruebas estandar de oro: ferritina baja para anemia por deficiencia de
hierro, HbA2>3.5% para el rasgo de 3 talasemia y uso de biologia molecular para
el rasgo de a talasemia. La nueva férmula propuesta se denomina Matos &
Carvalho que tiene una sensibilidad del 99.3%, especificidad 76.7%, eficiencia
95.7%, indice de Youden 76.0, area bajo la curva 0.95 y coeficiente de Kappa de

0.83. por lo cual concluyen que el desempefio de este indice es excelente.

9.4 Espectrometria de masas (MS)

Esta prueba se basa en que la muestra ingresa a la fuente de iones a través del
sistema de inyeccidn que genera una variedad de iones fragmentados con
diferentes relaciones masa-carga (m/z) debido a las diferentes propiedades
estructurales y ionizacion, separa los iones segun las diferencias en m/z, y
obtiene el espectro de masas de iones. Los espectrometros de masas se pueden

utilizar junto con sistemas de separacion como cromatografia liquida-
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espectrometria de masas (LC-MS), electroforesis capilar-espectrometria de

masas.

Jia et al (45), al estudiar las diferencias entre los espectros Raman de los
glébulos rojos (RBC) y entre pacientes con (-talasemia y controles que utilizan
el sistema de espectroscopia Raman con pinzas laser (LTRS) observaron que
las intensidades de los espectros Raman de los glébulos rojos de la B-talasemia
(mayor y menor) fueron mas bajas que las de los controles, especialmente en
las bandas 1546, 1603 y 1609 cm 1. Concluyen que las caracteristicas Raman
de los globulos rojos en pacientes con talasemia beta mayor se pueden
diferenciar y plantean que el uso de LTRS como método para la deteccion de [3-
talasemia mayor, la tasa de reconocimiento de la (-talasemia menor debe

mejorarse aun mas.

Shine et al, (48) comparo los mejores métodos de deteccion de B talasemia
menor utilizando indices de globulos rojos. El autor ideo un método que consta
de tres partes: 1) electroforesis de hemoglobina, 2) calculo del producto del
cuadrado del volumen corpuscular medio (M.C.V) multiplicado por la
hemoglobina corpuscular media (M.C.H) medida en unidades de cien, 3)
determinacion de A2 en todas las muestras AA con (M.C.V)2 x M.C.H. <1530 y
en aquellos con genotipos variantes consistentes con talasemia. En su estudio
el autor fue capaz de detectar con este método 137 de 138 heterocigotos con un

4.4% de falsos positivos.

9.5 Modelado matematico

La computacion biolégica involucra el disefio y desarrollo de técnicas
computacionales (51). Es un método para refinar problemas practicos,
abstraerlos en modelos matematicos, encontrar soluciones a los modelos,
verificar la racionalidad de los modelos y luego usar modelos realistas para
resolver problemas practicos. El modelado matematico se usa ampliamente en
el analisis de proteinas, la secuenciacion contable y el analisis de imagenes
biolégicas en medicina. El modelo matematico mas empleado en la deteccion

de talasemia es el indice RBC (52).
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Roth et al, (49) también propone un método matematico basado en el algoritmo
de la maquina de vectores de soporte (SVM) en la busqueda de una férmula
confiable que pueda diferenciar entre portadores de talasemia y no portadores,
incluidos recuentos normales o recuentos sospechosos de pertenecer a mujeres
con deficiencia de hierro. Esta formula tiene una sensibilidad >98% y un valor
predictivo negativo >99.7%. El algoritmo inicialmente utiliza todos los datos
relevantes de los recuentos de glébulos rojos, incluidos Hgb, Hc, RBC, MCV,
MCH, MCHC y RDW. Después de ejecutar toda la base de datos, el algoritmo
elige los valores mas relevantes y descarta los demas. El corte de la formula
SVM es “0”. Cualquier numero negativo se considera portador de [3 talasemia y

cualquier numero positivo se considera “no portador”.

Ambayya et al, (46) propone un nuevo algoritmo aff como una herramienta de
evaluacion sustituta rapida y econdmica de la talasemia a y 3 en la deteccion de
rasgo talasemico en la poblacién en regiones geograficas con una alta carga de
estos trastornos hereditarios. Este algoritmo incluye el analisis de los glébulos
rojos (RBC) y los parametros de las células de reticulocitos (CPD) para el
diagnostico diferencial de talasemia a y . El nuevo algoritmo af§ (MN-LMALS-
RETxRDW) — MCH) tiene una sensibilidad del 92% y una especificidad del 90%
para discriminar el rasgo a del 8 de la talasemia.

Azma et al, (47) también demostro la utilidad de este algoritmo para la
diferenciacion de talasemia a y B en funcion de parametros de glébulos rojos
(nivel de Hb, MCH, MCV y nivel de RBC) empleando un analizador LH 750 FBC
de Beckman Coulter (EEUU). El estudio incluyé un total de 299 pacientes, de los
cuales 160 tenian rasgos de a talasemia y 139 rasgos de [ talasemia. Se
identificé que los pacientes portadores de a talasemia tienen un nivel mas alto
de Hb, al igual que MCV y MCH.
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Tabla N.2 Pruebas genéticas

Referencia Método Disefio Pais Afo Resultados principales

estudio

Zhang et al NGS (TCS) | Population | China 2019 12.1% de las variantes no fueron detectadas

(53) + Gap-PCR screenin por TM, con 35 parejas en riesgo adicionales
vs. TM identificadas por NGS.

Zhaoetal.(54) | NGS (TCS) | Premarital | China 2020 El método NGS combinado detectd siete
+ Gap-PCR | screening mutaciones raras adicionales que no fueron
vs. TM detectadas por TM

Tanetal. (65) | NGS (TCS) Recién China 2021 El método NGS detecté 65 portadores que

nacidos TNM no detecto6. 3/10 de los bebes con B
screening talasemia mayor identificados por NGS

mostraron sintomas clinicos durante la etapa

de seguimiento y recibieron intervenciones

tempranas
Adekile el al. | NGS (TCS) Prueba Kuwait 2021 El método NGS dio una tasa de diagnostico
(56) diagnostica mas alta (29.4%) en comparaciéon con TM
(27.7%)
Erlich et al. | NGS (TCS) Diagnéstico | USA 2022 El método NGS mostré un diagnéstico fetal
(41) prenatal no correcto en 9/10 casos con un resultado no
invasivo concluyente debido a contaminaciones

maternas directas.

9.6 Analisis de ADN

En los ultimos afos la secuenciacion de nueva generacion (NGS) y la reaccion
en cadena de la polimerasa combinadas con fusion de alta resolucion (PCR-
HRM) se han utilizado ampliamente. Los métodos de pruebas genéticas se estan
utilizando gradualmente para la deteccion de talasemia para reducir la cantidad
de diagndsticos perdidos.

Zhang et al, (53) observo en 15807 muestras recolectadas de residentes de
Chenzhou un total de 2973 presuntos portadores de talasemia, los cuales fueron
caracterizados adicionalmente mediante secuenciacion combinada de préxima
generacion (NGS) y gap-PCR. Encontraron 1704 sujetos portadores de
talasemia con una tasa de prevalencia del 10.78%, incluidos 943 portadores de
a talasemia, 708 portadores de B talasemia y 53 portadores compuestos de
talasemia a y B. Se caracterizaron 19 variaciones de a talasemia y 21 variaciones
de B talasemia. Aproximadamente 2.88% de los portadores de talasemia no se
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detectarian en el analisis genético tradicional. La combinacion de NGS y gap-
PCR es un método de deteccidn de talasemia eficaz.

Zhao et al, (54) en una muestra de 944 parejas antes del embarazo mediante un
método hematolégico de rutina y una combinacién gap-PCR y NGS con el
propdsito de investigar la utilidad de estas pruebas para la deteccién de
portadores de talasemia en la poblacion China, encontré que la tasa de a y 3
talasemia fue del 0.4%. También identificaron siete mutaciones nuevas incluidas
HBA1: c.412A>G, -50 (G>A), HBB: c.*+129T>A, HBB: ¢.64G>C, HBB: c.-
180G>C, HBB: c.*+5G>A y HBB: c.113A>G. Al comparar el método gap-PCR y
NGS combinado, la estrategia de deteccion de MCV+MCH y HbA2 mostré una
sensibilidad mas baja del 61.05% y una proporcién de diagnodsticos perdidos mas
alta del 38.95% para las mutaciones de talasemia a. La sensibilidad mejor6 con
la deteccion de MCV+MCH y HbA2 en comparacion con la deteccion de
MCV+MCH para B talasemia (98.51% vs 85.80%). Por lo cual llegan a la
conclusién que el método combinado de gap-PCR y NGS es un método rentable
para la deteccidon de portadores de talasemia, particularmente para los
portadores de la mutacion de talasemia a.

Tan et al, (55) en otro estudio realizado en China con 18309 recién nacidos
examinados para talasemia, reportan que la tasa de talasemia es del 12.90%; la
tasa de talasemia a fue de 8.91% y de (3 talasemia fue de 3.86%. Se identificaron
22 genotipos de a talasemia y 18 genotipos de (3 talasemia. Metodologicamente
NGS-Gap-PCR es superior a los métodos de deteccion tradicionales, con 65
casos mas detectados por NCF-Gap PCR. Este método proporciona una
poderosa herramienta para las pruebas genéticas neonatales y el diagnostico

clinico de talasemia, especialmente para regiones de alta prevalencia.

Adekile et al, (56) evaluaron la secuenciacion de proxima generacion para el
diagndstico de genotipos de HbS e identificacion de mutaciones de [3 talasemia
en pacientes con Hbs Btalasemia, de 232 pacientes el analisis con HPLC mostré
que 27.7% tenian talasemia S B, mientras que después de la evaluacién por
NGS, se encontro que el 29.4% realmente se ajustaba al diagndstico. HPLC esta
lejos de ser un problema en la deteccion de HbS [-talasemia con tasas
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significativas de falsos positivos y negativos. NGS es muy versatil, puede
analizar a miles de genes simultaneamente. El genotipo de HbS, la mutacion de
B-talasemia, el haplotipo y diferentes polimorfismos modificadores se pueden
determinar en una sola ejecucion. Es muy util para el diagnostico personalizado
que puede documentar los factores pronodsticos, lo que permite un

asesoramiento y seguimiento util desde una temprana edad.

Erlich et al, (41) encontré que las asignaciones de genotipos fetales clinicos
pronosticados fueron correctas en 9 de 10 bibliotecas de plasma con mutaciones
puntuales maternas, con 1 resultado no concluyente. Para 2 plasmas adicionales
con deleciones, el genotipo fetal mas probable fue correcto. El haplotipo de 3
globina determinado a partir de SNP vinculados, cuando estaba disponible, se
uso para inferir el genotipo fetal en el sitio de mutacion. De lo cual, concluyen
que NGS de captura de sonda demuestra el potencial de NITP para las B-

hemoglobinopatias.

Husna et al, (57) analizé 173 muestras sanguineas de portadores de talasemia
con el proposito de analizar las caracteristicas moleculares de estas delecciones
comunes de a talasemia y su parametro hematolégico. Para determinar el
genotipo utilizé la reaccion en cadena de la polimerasa multiplex gap y se
compard sus parametros hematologicos. El sitio limite de cada delecion se
determind analizando las secuencias de ADN. Se confirmé que 17 (9.8%) de los
voluntarios tenian el rasgo a talasemia. De estos se identificaron cuatro
genotipos: - 3.7/ a a (58.8%), - a4.2/ a a (5.9%), - a3.7/- a4.2 (5.9%) y —SEA/ a
a (29.4%). Los puntos de corte 5 y 3 de la eliminacién de SEA se ubicaron en
nt165396 y nt184700 del cromosoma 16, respectivamente. Las regiones de
punto de ruptura de la delecion de 3.7 kb tenian una longitud de 176 pb, mientras
que para la delecion de 4.2 kb tenian una longitud de 321 pb. La comparacién
hematoldgica entre normales y aquellos con genotipo rasgo a talasemia indico
una diferencia significativa en el volumen corpuscular medio (MCV) y la
hemoglobina corpuscular media (HCH). En cuanto a la identificacion del numero

de genes defectuosos, el parametro MCH fue mas fiable.
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Yamesri et al, (568) en un estudio retrospectivo con 1592 parejas en riesgo de tener
fetos con Hb E-beta(0)-talasemia, de 2011 a 2019, para el diagndstico de a
talasemia realizaron pruebas gap-PCR o un ensayo de PCR multiplex para la
deteccion simultaneas de mutaciones Hb E y alfa (0) talasemia. De 415 fetos
afectados, los genes beta (0)-talasemia mas comunes fueron los codones
41/42(-TTCT) (199/415;48%) y el coddon 17 (AT) (115/415;27.7%). Las a
talasemia se encontré en un 5.1% de fetos. Los fenotipos hematoldgicos de los
padres indicaron que era imposible diferenciar un portador puro de talasemia
beta de un heterocigoto de talasemia beta doble talasemia alfa a menos que se
realizara un analisis de ADN. Por el contrario, un nivel reducido de Hb E en el
portador de Hb E (<25%) es un marcador valioso para predecir la doble
heterocigosis para Hb E/alfa-talasemia. Por lo cual concluyen que que existe una
alta prevalencia de coherencia de o-talasemia en fetos con enfermedad Hb E-
beta-talasemia.
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10. Discusion

La talasemia y los trastornos variantes de la hemoglobina ocurren ampliamente
en todo el mundo, con una estimacion de que el 7% de la poblacion mundial es
portadora, segun un informe de la Organizacion Mundial de la Salud. Cerca de
3000.000 a 500.000 nifos fueron diagnosticados con trastornos significativos de
la hemoglobina y aproximadamente el 80% de ellos nacieron en paises en
desarrollo (60). Los individuos con mutaciones homocigotas y heterocigotas
dobles se asocian con fenotipo de talasemia mayor o intermedia, alta morbilidad
y mortalidad, mientras que los individuos con mutaciones heterocigotas son

portadores sin presentar morbilidad intensa (61).

La talasemia a se caracteriza por la deficiencia o ausencia de la sintesis de la
cadena de globina a debido a la delecién de uno o mas genes de globina a
ubicados en el cromosoma 16. (39) la gravedad de la a talasemia se caracteriza
por el numero de delecciones de genes, donde las delecciones de un solo gen
dan como resultados portadores silenciosos de a talasemia, dos delecciones de
genes resultan en un rasgo de a talasemia menor, tres delecciones de genes
resultan en hemoglobina H (HbH) y las deleciones de cuatro genes dan como
resultado la hemoglobina de Bart, que generalmente resulta en hidropesia fetal
grave con una tasa de mortalidad muy alta (62). La 3 talasemia es causada por
la reduccion o ausencia de la sintesis de la cadena de 3 globulina debido a
mutaciones en el gen de la 3 globulina en el cromosoma 11 (63). La 3 talasemia
se clasifica como rasgo de [3 talasemia mayor segun los defectos genéticos y la
gravedad de la disminucion en la produccion de cadenas de globina 3 (64).

Es importante también recordar que hay una forma de talasemia beta intermedia
dentro del grupo de talasemias beta la cual causa anemia de moderada a grave,
esta es la segunda forma mas grave después de la talasemia beta mayor. Su
causa también es genética, los sintomas incluyen anemia, cansancio, debilidad,
piel palida, crecimiento lento o retraso en el crecimiento, agrandamiento del bazo
y huesos débiles. Entre las opciones de tratamiento de esta forma estan las
transfusiones de sangre, medicamentos, suplementos, cirugias y trasplante de

médula ésea (65).
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Los enfoques de diagndstico varian segun la poblacion objetivo y el objetivo de
la prueba. Los métodos actuales que se basan en los patrones de Hb, se utilizan
para la deteccion de primera linea, mientras que las pruebas moleculares son
necesarias para la conformacion de los resultados y para el diagnostico genético
prenatal y preimplantacional (66).

El analisis de hemoglobina es un método importante para detectar la talasemia
e inferir el tipo de talasemia siendo HPLC, CZE y CIEF los métodos mas
utilizados. Sin embargo, debido a que el analisis de hemoglobina lleva mucho
tiempo y tiene requisitos mas altos para el equipo y la tecnologia de deteccion
en comparacion con los necesarios para el CBC se usa a menudo para evaluar
a los pacientes con una férmula confiable que puede diferenciar entre portadores
de talasemia y no portadores, incluidos recuentos normales o recuentos

sospechosos de pertenecer a mujeres con deficiencia de hierro.

De las formulas mas reconocidas esta la de Shine et al, (48) que consta de tres
partes: la electroforesis de hemoglobina, calculo del producto del cuadrado del
volumen corpuscular medio (M.C.V) multiplicado por la hemoglobina corpuscular
media (M.C.H) medida en unidades de cien y la determinacion de A2 en todas
las muestras AA con (M.C.V)2 x M.C.H. <1530 y en aquellos con variantes
consistentes con talasemia y el método matematico basado en la maquina de
vectores de soporte (SVM) de Roth et al (49), que tienen una sensibilidad >98%
y un valor predictivo negativo >99.77%.

Sin embargo, algunos de los mejores indices discriminativos usan parametros
en las férmulas que solo se miden en contadores modernos y no siempre estan
disponibles. Por ello el desarrollo de un indice con buena precision diagnostica
basado unicamente en parametros derivados del hemograma obtenido mediante
contadores simples seria util en la rutina clinica, y también siendo de utilidad el
indice de Matos & Carvalho cuyo desempefio es excelente, con la ventaja de
depender unicamente de la concentracion media de hemoglobina corpuscular y
del recuento de globulos rojos obtenidos de contadores automaticos simples de
gran valor en paises subdesarrollados y en vias de desarrollo (50).
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Las técnicas de separacion de hemoglobina son los métodos de laboratorio mas
utilizados en los programas de pruebas de deteccidn y confirmacién de recién
nacidos para las hemoglobinopatias. Sin embargo, tales pruebas basadas en
proteinas no pueden detectar con precisidon varias hemoglobinopatias en recién
nacidos, especialmente cuando estan involucradas mutaciones de B-talasemia.
En este caso las pruebas genéticas son de gran utilidad para un diagndéstico
correcto y oportuno en el contexto de la deteccién de hemoglobinopatias en
recién nacidos (67) .

La identificacion preliminar de los portadores de talasemia se lleva a cabo
mediante un programa de deteccidn con analisis de hemograma completo (FBC),
con prueba de referencia para analizar los indices de glébulos rojos, seguido de
un examen morfolégico de frotis de sangre periférica y la confirmacién posterior
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HLPC), electroforesis de
hemoglobina (HB) y pruebas de genética molecular (51,54,55,57).

Cada una de las pruebas de confirmacion mencionadas tiene su limitacion y
requiere una combinacion de algunas pruebas para el diagnostico diferencial de
las talasemias a y B. Por ejemplo, la HPLC no es suficiente para detectar
discretamente variantes, ya que no es lo suficientemente sensible y especifica
para la deteccion de a talasemia, especialmente en presencia de hemoglobina

Constant Spring (a talasemia sin delecion) (70).

La electroforesis de Hb tampoco puede usarse como la unica técnica para
distinguir la talasemia a y . La electroforesis de hemoglobina con rasgo de [3-
talasemia generalmente muestra hemoglobina adulta (HbA) reducida o ausente,
niveles elevados de hemoglonia A2 (HbA2) y hemoglobina fetal aumentada
(HbF) (70). Sin embargo, una concentracion normal de HbA2 no descarta el
rasgo de B-talasemia, especialmente si existe una deficiencia de hierro o ©
talasemia concurrentes, que pueden reducir los niveles de HbA2 al rango normal.
Por lo tanto, se requieren una combinacion de métodos para confirmar el

diagnéstico.
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Con la llegada de los analizadores de conteo sanguineo completo (FBC) de
nueva generacion, se estan explorando parametros avanzados como los datos
de poblacion celular (CPD), que miden las caracteristicas de las células en
funcién de multiples dispersiones de luz, para comprender mejor las utilidades
de diagnéstico de estos parametros. Los parametros CPD brindan informacién
sobre el volumen (V), la conductividad (C) y los angulos de dispersion de la luz
(ALL, LALS, LMALS, UMALS y MALS) para los reticulocitos que son importantes
en la evaluacion de la eficiencia de produccién de glébulos rojos a nivel de la
meédula 6sea y la deteccion de trastornos de la hemoglobina como la talasemia
(71).

El diagnostico molecular o basado en pruebas genéticas para la talasemia se
aplica principalmente para la confirmacion de los resultados de la deteccion, para
la aclaracion de casos complicados y para el diagnostico prenatal. Se
recomienda que todos los resultados positivos de la deteccidn se confirmen
mediante analisis de ADN y que los resultados se interpreten en conjunto,
incluida la evaluacidon de hematologia y antecedentes familiares (31,72). Se han
descrito mas de 650 mutaciones de talasemia incluidas en la base de datos
IthaGenes, de las cuales alrededor de 390 corresponden a (3 talasemia y el resto
a a talasemia (73). La informacion sobre el origen étnico del paciente facilita la
seleccion de las mejores estrategias diagndsticas. La determinacion del genotipo
es esencial para predecir la gravedad clinica (40) .

Hoy en dia muchos laboratorios clinicos y de investigacion utilizan ampliamente
las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) para identificar
enfermedades. La aplicacion de NGS en la talasemia es limitada y ha surgido
recientemente debido a las demandas actuales en la busqueda de herramientas
alternativas de deteccion de ADN que sean mas eficientes, versatiles y rentables.
Hasta ahora ha sido una tecnologia innovadora que ofrece enormes mejoras
como herramienta de diagnostico para la talasemia en términos de mayor
rendimiento, precision y adaptabilidad. No se puede pasar por alto la
superioridad de la NGS para detectar variantes raras, resolver problemas
hematoldgicos complejos y proporcionar alternativas no invasivas al diagnostico
neonatal (59).
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En la actualidad se disponen de varios métodos para el analisis de Hb y el
diagnostico molecular de la talasemia, los métodos iniciales utilizados para el
analisis de la hemoglobina como la electroforesis en acetato de celulosa (CAE)
y el enfoque isoeléctrico (IEF) han sido reemplazados gradualmente por
sistemas automatizados, como HLPC y la electroforesis capilar (CE). Ademas de
los métodos de primera linea se recomienda que los laboratorios estén
equipados con un segundo método para confirmar los resultados de la
identificacion de variantes de Hb (72). La eleccion del método molecular debe
hacerse en funcién del espectro de mutacion de la poblacion en particular. Los
meétodos multiplex relativamente menos costosos generalmente se eligen la
primera linea de deteccion de mutaciones (por ejemplo, sistemas de mutacién
refractaria de amplificacion (ARMS), hibridacién de transferencia de puntos
inversos, PCR de brecha, seguido de investigaciones mas completas, que
incluye la secuenciacion de Sanger para mutaciones puntuales y la sonda de
ligadura multiple (MLPA) para delecciones. Estos dos ultimos métodos son
capaces de revelar mutaciones desconocidas (72). La identificacion del genotipo
es fundamental en las parejas antes del diagnostico genético prenatal o

preimplantacional (76).

No se requiere un analisis molecular para confirmar el diagndstico de portador 3,
pero es necesario confirmar el estado de portador de a-talasemia. El diagnostico
molecular es fundamental para predecir casos graves dependientes de
transfusiones y no dependientes de transfusiones de intermedios a leves. El
analisis de ADN en vellosidades coridnicas es el enfoque para el diagnostico
prenatal y los métodos son los mismos que se utilizan para la deteccion de
mutaciones, de acuerdo con las instalaciones y la experiencia del laboratorio
(68).

De igual manera, la diferenciacion entre talasemia mayor y talasemia intermedia
en la presentacion no se caracteriza de manera uniforme, por lo que es necesario
desarrollar un criterio absoluto (77). El diagndstico prenatal preciso y oportuno
de la talasemia es la piedra angular del éxito del control de la talasemia (78).
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La falta de antecedentes familiares con enfermedades genéticas se ha
identificado como una barrera clave que afecta la aceptacion de las pruebas de
deteccidn y las respuestas al riesgo genético (79). Se han desarrollado algunos
inmunotest recubiertos con mAb que se pueden almacenar a temperatura
ambientes durante al menos 20 semanas que tiene una sensibilidad del 100% y
una especificidad del 82% para la deteccion de portadores de (SEA) a-talasemia-
1 (80).

La combinacion de estas pruebas multiples es bastante costosa y requieren
experiencia para realizar diagnosticos precisos y confiables, ya que existen
superposiciones sustanciales entre estos trastornos (70). Se han sugerido
numerosas combinaciones de indices de globulos rojos para distinguir diferentes
tipos de talasemia, ya que esto permitiria la optimizacion de costos, ya que solo
los pacientes que requieren mas investigaciones se someten a pruebas costosas

de electroforesis de hemoglobina y genéticas molecular.

La deteccion de talasemia menor es mas rentable que el tratamiento de
pacientes con talasemia mayor y el beneficio neto generado por la deteccion en
lugar del tratamiento puede utilizarse para expandir el programa de deteccion.
Se deben prevenir nuevos casos de la enfermedad asignando nuevos fondos y
ampliando los programas de deteccion y cribado. Dado que los matrimonios de
parejas con talasemia menor en generaciones posteriores pueden disminuir la
incidencia de talasemia menor, esta politica puede excluirse del programa de
deteccién en ciudades donde las parejas se someten a todas las pruebas
complementarias (23). La deteccion es mas rentable que el tratamiento, pero el
costo de las pruebas complementarias para las parejas es muy alto, lo que puede
hacer que el procedimiento de deteccion falle y aumente la incidencia de
talasemia (23).
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11.Conclusiones

La implementacion de un algoritmo, como el tipo aff en el laboratorio es de
especial importancia para abaratar los costos, debido a que permite seleccionar
adecuadamente un alto porcentaje de personas sospechosas que necesiten de
pruebas posteriores como la electroforesis o pruebas genéticas que son
altamente costosas y no siempre estan disponibles en todos los sistemas de
salud, especialmente en paises subdesarrollados. Este algoritmo esta
especialmente indicado en paises con alta prevalencia de trastornos
relacionados con la talasemia por ser sencillo y no requerir de analisis o

experiencia sofisticados.

Debido a que las talasemias son de herencia autosomica dominante es
fundamental el consejo genético, sobre todo en las personas que tienen un alto
riesgo de padecerlas ya sea que vivan en zonas de elevada prevalencia o el
grado de endogamia sea alto. El diagndstico es fundamental, incluso de las
formas asintomaticas o con muy poca expresividad clinica, para poder hacer un
adecuado screening relacionado con genetica y prevenir el desarrollo de una

forma mayor en la descendencia.

Aunque las pruebas genéticas son utilizadas con relativa frecuencia, varios
métodos de deteccidon convencionales como un hemograma completo, un frotis
de sangre periferica improtante para la morfologia, una prueba de fragilidad
osmoética y un analisis de hemoglobina siguen siendo el primer paso y son
esenciales para la identificacién clinica de los pacientes con talasemia. La
deteccidén temprana, oportuna y precisa es importante para un cuidado adecuado
y un tratamiento oportuno que mejore la calidad de vida del paciente con

talasemia.
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