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Identificacidon de -talasemia en anemias microciticas
hipocrémicas refractarias al tratamiento con hierro
en Nicaragua

(Identification of f-thalassemia in hypochromic microcytic anemias
refractory to iron treatment in Nicaragua)

Allan X. Pernudy-Ubau', Valeska A. Campos-Gomez', Lucia L. Rojas-Vanegas', Milena L. Ramirez', Gerardo Mejia-
Baltodano?, Walter Rodriguez-Romero?

Resumen

Justificacion y objetivo: gran parte de los casos descritos de anemias microciticas-hipocrémicas
corresponden a anemias ferropénicas y sindromes talasémicos. El diagndstico diferencial se
complementa con pruebas de laboratorio como el hierro sérico, ferritina, entre otras; sin embargo,
estas son de baja disponibilidad en paises en vias de desarrollo. En Nicaragua, el diagnéstico de estas
patologfas se basa en el historial clinico y andlisis hematoldgicos de rutina. El objetivo de este trabajo
fue la implementacion de la técnica de cuantificacién de hemoglobina A, en el diagnéstico clinico
de B-talasemia.

Métodos: se realizé un estudio transversal con 30 pacientes que mostraban microcitosis e
hipocromfa después de 3 meses de tratamiento con sales de hierro. Se realiz6 electroforesis de
hemoglobina y se utiliz6 el kit de la casa comercial Beta-Thal HbA, Quik Column para cuantificar la
hemoglobina A, en cada paciente. El analisis estadistico utilizado fue la prueba de t de student. Se
consideraron significativas las diferencias a p<0,05. Esta investigacién respeté los principios éticos
que conciernen. Se conté con la aprobacién del Comité de Etica Institucional, UNAN-Managua. Los
participantes dieron su consentimiento informado.

Resultados: al aplicar el método para cuantificacién de hemoglobina Az, se obtuvo que el 67 %
de las muestras presentaron una concentracion de hemoglobina A, mayor al valor de referencia
establecido (3,3 %), siendo pacientes diagnosticados para B-talasemia menor. El 33 % restante
presentd valores normales de hemoglobina A, con microcitosis e hipocromfa. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de glébulos rojos, volumen corpuscular
medio, hemoglobina corpuscular media y hemoglobina A,, entre ambos grupos.

Conclusion: el diagnéstico diferencial de anemias microciticas hipocrémicas refractarias al
tratamiento con hierro, se realiza inicialmente por el historial clinico del paciente, pero es necesario
contar con pruebas diagnosticas como la cuantificacién de hemoglobina A, que permitan identificar
las diversas patologfas que cursan con microcitosis e hipocromfa.

Descriptores: hemoglobina a,, microcromatograffa, B-talasemia menor, microcitosis, hipocromia.

Abstract

Justification and objective: much of the described cases of microcytic-hypochromic anemias
are ferropenic anemias and Thalassemia syndromes. The differential diagnosis is complemented
by laboratory tests as serum iron, ferritin, among others; However, these are of low availability in
developing countries. In Nicaragua, the diagnosis of these diseases is based on clinical history and
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routine blood analysis. The objective of this work was to implement a technique for quantification
of hemoglobin A2 in the clinical diagnosis of f-Thalassemia.

Methods: We conducted a cross-sectional study with 30 patients showing hypochromia and
microcytosis after 3 months of treatment with iron salts. Hemoglobin electrophoresis was performed,
a kit from Beta-Thal HbA2 Quik Column was used to quantify the hemoglobin A2 in each patient.
The statistical analysis used was the student’s t test. The differences were considered significant at p
< 0.05. This research respected ethical principles that concern. It had the approval of the committee
of ethics institutional, UNAN-Managua and the participants gave their informed consent.

Results: when applying the method for quantification of hemoglobin A2, 67% of samples presented
a concentration of hemoglobin A2 greater than the reference value set at 3.3%, these patients were
diagnosed with B-Thalassemia minor. The remaining 33% presented normal values of hemoglobin
A2 with hypochromia and microcytosis. Statistically significant differences between the averages
of red blood cells, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin and hemoglobin A2
between the two groups was observed.

Conclusion: The differential diagnosis of microcytic hypochromic anemias refractory to treatment
with iron, is initially performed by the clinical history of the patient, but it is necessary to have
diagnostic tests such as the quantification of hemoglobin A2, which allow the identification of
patients with B-Thalassemia minor within this group. In our study 67% of the studied samples were
identified as -Thalassemia minor.

Keywords:
Hypochromia.
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Las anemias microciticas se caracterizan por la formacién de
glébulos rojos més pequefios de 1o normal. El tamano reducido
de estas células se debe a la disminucién en la produccién
de hemoglobina, la cual es el principal componente de los
eritrocitos.! Las principales causas de microcitosis son el déficit
de hierro, la anemia de trastorno inflamatorio crénico y la alfa
0 beta talasemia.?

La talasemia es una enfermedad hemolitica congénita que
se hereda segtn las leyes de Mendel. Consiste en una sintesis
y produccién de hemoglobina defectuosa. En los precursores
eritroides, las cadenas adicionales no se emparejan, lo que
conduce a un dafio desequilibrado de la cadena de hemoglobina
ylalisis celular.® Son alteraciones en la molécula de hemoglobina,
que pueden deberse a defectos, en la sintesis completa o parcial
de las cadenas de hemoglobina, y la patologfa recibe el nombre
seglin la cadena en la que se encuentre el déficit.*

Los sindromes de B-talasemia son trastornos hereditarios de
la sangre caracterizados por la sintesis reducida de cadenas B que
da lugar a una reduccién en la produccion total de hemoglobina
del eritrocito.> La anemia ferropénica y la B-talasemia presentan
un desarrollo clinico similar, ya que ambas cursan con ahemia
microcitica hipocrémica, diferencidndose en los sintomas, el
grado de anemia existente y hallazgos distintos de laboratorio.®

La sospecha diagndstica de los sindromes talasémicos es facil
a partir de la anemia leve marcada con microcitosis hipocromfa,
ausencia indudable de ferropenia y cuadro familiar positivo. La
coexistencia de una ferropenia puede muchas veces dificultar

Hemoglobin A,, Microchromatography,

B-thalassemia minor, Microcytosis,
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el diagnéstico de un sindrome talasémico.” Su diagnéstico
diferencial se complementa con pruebas de laboratorio como
hierro sérico, ferritina, entre otras. Sin embargo, dichas pruebas
son de dificil acceso en paises en vias de desarrollo, por su alto
costo.

El patrén microcitico hipocrémico de anemias asociadas
con niveles de hemoglobina mayores de 10 g/dL, indices
eritrocitarios bajos y policitemia (aumento de glébulos rojos),
es caracterfstico del rasgo talasémico, los cuales son aplicables
para el escrutinio de esta condicién. La anemia ferropénica se
determina por la disminucién del hierro sérico, ferritina y la
B-talasemia por el aumento de HbA, o HbE

El diagnéstico médico de PB-talasemia en Nicaragua se basa
en el historial clinico del paciente, antecedentes familiares y
hemograma. Ante esto, la determinacién de HbA, resulta
fundamental en el diagnéstico de esta patologfa.

La electroforesis de hemoglobina con cuantificacién de
las hemoglobinas A,y fetal permite una primera orientacién
diagnéstica: una hemoglobina A, mayor de 3,5 % practicamente
confirma el diagnéstico de una p-talasemia menor, mientras que
una hemoglobina A, normal o disminuida hard sospechar una
a-talasemia leve (0 una & -talasemia si la hemoglobina fetal estd
aumentada). La coexistencia de una ferropenia puede muchas

veces dificultar el diagnéstico de un sindrome talasémico.®

El objetivo de este trabajo fue la implementacién de la
técnica de cuantificacién de hemoglobina A, en el diagndstico
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clinico de B-talasemia, constituyendo el primer reporte de esta
condicién en Nicaragua.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio transversal en el cual se cuantific la
HbA, en 30 pacientes que presentaban microcitosis e hipocromia,
con 3 meses de tratamiento con sales de hierro sin respuesta
adecuada. Estos pacientes fueron remitidos de diferentes
unidades de salud del pafs y se les solicité el consentimiento
informado en la investigacién, adjuntando una hoja de
recoleccién de datos para obtener la informacién y la biometrfa
hemdtica completa. Las muestras ingresaron al Laboratorio de
Biologfa Molecular del Instituto Politécnico de la Salud UNAN-
Managua, entre marzo 2016 y junio 2017, y fueron obtenidas
por puncién venosa, en tubos con anticoagulante (EDTA k3).

Se utilizé paquete globular libre de plasma, obtenido
mediante tres lavados con solucién salina al 0,9 % para
realizar el hemolizado de cada muestra. Las diferentes bandas
de hemoglobina se identificaron mediante electroforesis de
hemoglobina en tiras de acetato de celulosa, con solucién
tampén TRIS-EDTA-bérico pH 8,5, reveldndose posteriormente
con Ponceau S.?

La HbA, fue cuantificada por el método microcromatografico
de columna rdpida (Beta-Thal HbA, Quik Column — Helena
Laboratories, Texas). Se determiné el porcentaje de HbA, de
cada muestra usando un lector de ELISA, realizdndose las
lecturas de ambos tubos (tubo con fraccion de HbA, y tubo de
fraccién total) a una longitud de onda de 405nm, calibrando a
cero con agua destilada. Se calculd el porcentaje de HbA, (%)
segin la férmula:

Abs de la fraccién de HbAZ2
X 100 = HbA2 %

5 (Abs de la solucidn fraccién total)

Se utilizaron como criterios diagnésticos para anemias
valores de glébulos rojos <3,5 x10'2/L; hemoglobina <12 g/
dL; hematocrito <36 %; volumen corpuscular medio <80fL;
hemoglobina corpuscular media <27 pg; concentracién de
hemoglobina corpuscular media <32 gr/dL; hemoglobina A,
<3,3 %.

Para el andlisis estadistico se calculd la media y se realizaron
comparaciones por el método de ¢ de Student; se tomé un nivel
de significacién de 0,05.

Resultados

En 20 (67 %) de los pacientes estudiados se confirmé
la presencia de B-talasemia menor, ya que presentaron un
aumento en las concentraciones de hemoglobina A, y 10 (33 %)
resultaron con una concentracién normal de hemoglobina A,

segun la técnica descrita. Cabe destacar que todos manifestaban
microcitosis hipocromfa con 3 meses de tratamiento con sales
de hierro, sin respuesta (Figura 1). A cada una de las muestras
se les realizd electroforesis de hemoglobina en acetato de
celulosa a un pH alcalino, en donde se evidencié un patrén
electroforético normal (Hb AA) en todas las muestras y un
aumento caracteristico de la fraccién de HbA, en pacientes con
f talasemia menor (>3,3 %).

Con los datos del hemograma de cada uno de los pacientes,
se calculd el valor medio de cada pardmetro hematoldgico. El
Cuadro 1 muestra que, en general, los pacientes con anemia
microcitica hipocrémica no fueron B talasémicos y viceversa.
Los valores corresponden al valor medio de 7 determinaciones.
El andlisis estadistico demostré variaciones significativas
(p<0,05) en el recuento de eritrocitos, VCM, HCM y HbA27
al comparar la poblacién portadora de B-talasemia y anemia
microcitica hipocrémica.

Discusion

La anemia microcitica es la mds encontrada en la préctica
médica general. Puede ser el resultado de un defecto en los
genes de globina, en la sintesis de hemo!'® por deficiencia de
hierro, la cual estd asociada a pérdidas de sangre, inadecuada
ingesta de hierro, inflamacién y mayor prevalencia de
hemoglobinopatfas.'!

Las anemias de procesos crénicos generalmente son
normociticas, pero en determinadas circunstancias, pueden
ser microciticas. Es importante establecer el diagndstico
diferencial, buscar pardmetros de laboratorio que permitan una
deteccién precoz de la enfermedad y establecer una adecuada y
sencilla discriminacién entre ellas.
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Figura 1. Cuantificacion de hemoglobina A2 por el método
microcromatografico de intercambio anidnico
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Aixala,' en una poblacién de 1936 pacientes derivados para
estudios de anemias microciticas hipocrémicas en Buenos Aires,
detect6 el 27 % de portadores de B-talasemia menor; también
Lazarte!? et al. encontraron el 46 % de portadores de sindromes
B-talasémicos en un total de 52 pacientes. Con respecto a
nuestro estudio, no existe una distribucién homogénea en el
porcentaje de portadores, debido a los diferentes criterios de
seleccién empleados en la poblacién de los distintos paises y
aun dentro de ellos, en diferentes regiones.

Con respecto al 33 % de los pacientes que presentaban
valores normales de hemoglobina A, con microcitosis e
hipocromfa, respectivamente, sin respuesta al tratamiento oral
con hierro, no se excluyen otros padecimientos como o y 68
talasemias, los cuales se relacionan con niveles de hemoglobina
fetal elevados (prueba no evaluada en este estudio).

Los pardmetros hematoldgicos que se tomaron en cuenta para
la evaluacién de P talasemia y anemia microcitica hipocrémica
fueron: el recuento de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito;
a partir de estos se definen los indices hematimétrico (VCM,
HCM, CHCM) y HbA,. En nuestro medio es vital establecer
el diagnéstico diferencial, ya que en la anemia microcitica
hipocrémica existe una disminucién del VCM con el hematocrito
y la hemoglobina, en el hemograma de las talasemias se destaca
una eritrocitemia microcitica hipocrémica y una elevacién de la
HbA,. En la B talasemia, el VCM generalmente es menor que en
la anemia microcitica hipocrémica. Algunos autores consideran
que con un VCM < 75fL y un HCM < 25 pg se tendrfa la
posibilidad de investigar stndromes talasémicos.'3

Si en la cuantificacién de HbA, los valores superan un 3,5 %
son confirmatorios para B-talasemia; normalmente estdn entre
el 4 % yel 6 %.'Las diferencias encontradas en los niveles
de HbA, para anemia microcitica hipocrémica y B talasemia
resultaron mayormente significativas (p<0,001), observéndose
un aumento en individuos diagnosticados con B-talasemia.

El diagnostico diferencial es vital debido a que el aporte
de hierro en los sindromes talasémicos es iatrogénico, y en
alglin momento de su curso requerird terapia de quelacién
para remover el hierro del organismo.'> En la diferenciacién de
estas patologfas se observd la persistencia de anemia microcitica

hipocrémica sin respuesta al tratamiento con hierro, ademds
VCM y HCM disminuidos no atribuibles a la ferropenia.

Este estudio sobre las anemias microciticas hipocrémicas
refractarias al hierro constituye el primer reporte de casos en
Nicaragua para el diagnéstico clinico de p-talasemia y anemias
microciticas hipocrémicas refractarias al tratamiento con hierro,
mediante la implementacién de la técnica de cuantificacién
de hemoglobina A, por el método microcromatografico, en el
Instituto Politécnico de la Salud en la UNAN-Managua.

En conclusién, la implementacién de la técnica de
cuantificacién de HbA, es crucial para incrementar el diagndstico
de las diferentes patologfas que cursan con microcitosis e
hipocromfa.
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