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Resumen

Objetivos: Las hemoglobinopatias son trastornos que afec-
tan a la estructura, funcién y/o produccién de hemoglobina.
Obedecen a mutaciones o deleciones en los genes codifi-
cantes para la sintesis de globina. La presentacion clinica es
muy variable, desde formas asintomédticas hasta anemia
grave. Para su diagndstico es necesario el estudio mediante
pruebas de laboratorio.

Caso clinico: En este articulo, se presenta el caso de una
paciente que consulta por astenia. Debido a antecedentes
familiares de hemoglobinopatia, se realiza estudio de eri-
tropatias. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
muestra un perfil normal de distribucion de hemoglobinas.
El estudio mediante electroforesis capilar de zona en medio
alcalino, en cambio, pone en evidencia un pico de migracion
rapida sin identificar. Tras estudio genético, se detecta una
mutacion en el gen HBB causante de hemoglobinopatia
Hofu.

Conclusiones: a hemoglobina variante Hofu es una hemo-
globina levemente inestable. En formas heterocigotas es
habitualmente asintomatica, pero en combinacién con otras
alteraciones puede causar anemia. Caracteristicamente, el
tiempo de retencién de la Hb Hofu en HPLC es muy cercano
al de la Hb A(0) y a menudo eluyen juntas. Por tanto, su
deteccion puede quedar enmascarada y conllevar a errores
en la interpretacion del estudio.
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Introduccion

Las hemoglobinopatias son un conjunto de alteraciones de la
hemoglobina que se presentan con clinica diversa dénde el
estudio mediante pruebas de laboratorio es imprescindible
en la orientacion diagndstica. El laboratorio clinico dispone
de diferentes métodos para la separacion, cuantificacién y
deteccion de hemoglobinas variante y talasemias. En este
articulo presentamos mediante un caso clinico el hallazgo de
una hemoglobina variante rara, la hemoglobina Hofu.

Caso clinico

Mujer de 45 afios de edad, originaria del norte de la Penin-
sula Ibérica, que consulta por clinica de astenia continuada
en atencién primaria. Como antecedentes de interés, desta-
can los antecedentes familiares por diagndstico de talasemia
no filiada tanto por parte paterna como materna.

Desde atencién primaria se solicita analitica con
hemograma bésico, bioquimica y determinacién de HbA, y
HDbF debido a antecedentes familiares de talasemia. En los
resultados se objetiva anemia microcitica de tipo ferropé-
nica (Tabla 1). Ante la sospecha de una posible eritropatia
hereditaria asociada a anemia ferropénica, se informa de la
importancia de corregir la ferropenia antes de realizar el
estudio de posibles eritropatias, ya que la ferropenia puede
disminuir la cantidad de HbA,. Una vez instaurado el tra-
tamiento y corregida la ferropenia, se solicita un nuevo
estudio completo con solicitud de muestra de suero (BD
Vacutainer SST II Advance) y plasma (BD Vacutainer K,E
(EDTA)). En el hemograma se observa un aumento en el valor
de hemoglobina alcanzando el limite inferior del intervalo
de referencia, junto con microcitosis y una concentracién de
HCM por debajo del valor de referencia (Tabla 1). Los
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Tabla 1: Resultados del perfil de anemia antesy después del tratamiento
con hierro oral para corregir la ferropenia. Segunda analitica realizada a
los 11 meses.

Prueba, Situacion Paciente tras recibir Intervalo de
unidades basal tratamiento con hierro referencia
Hemoglobina, g/dL 9,1 12 12-15,3
Eritrocitos, /pL 4,40 x 10° 488x10°  3,85x10°
VCM, fL 73 79,9 80-97
ADE, % 17,2 19,5 11,5-15,6
HCM, pg 20,7 24,6 27-33
CHCM, g/dL 28,3 30,8 32-36
Hierro, pg/dL 21 32 30-160
Ferritina, ng/mL 7 20 15-150

parametros de hemolisis (LDH, haptoglobina, bilirrubina
total y reticulocitos) se encuentran dentro del intervalo de
referencia.

El estudio de eritropatias se realiza mediante dos métodos
diferentes, para asi poder detectar posibles hemoglobinas
ocultas en uno u otro método. El cromatograma obtenido
mediante HPLC (BIO-RAD, D-10), muestra una gréfica (Figura 1)
sin presencia de variantes anomalas de hemoglobina. El estu-
dio mediante electroforesis capilar (Sebia, Capillarys 2), en
cambio, evidencia un pico correspondiente a una hemoglobina
de migracion rapida (Figura 2).
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Figura 1: Cromatograma obtenido mediante cromatografia HPLC (BIO-
RAD, D-10) acoplado a un detector fotométrico. Resultados expresados en
porcentaje y tiempo de retencién: HbA: 82,3 %, 1,73 min; HbA,: 3,4 %,
3,36 min; HbF: 1,4 %, 0,46 min; HbAc: 5,1 %, 0,84 min.
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Ante la creciente sospecha de hemoglobinopatia, se
recomienda valorar el estudio genético y la paciente es
derivada a consultas de hematologia. Se realiza una revisién
de hemogramas previos observandose episodios de anemia
ferropénica, trombocitosis reactiva sin aumento en otras
series ni citopenias asociadas. Por tultimo, se amplia el
estudio con secuenciacién mediante método Sanger de los
genes de globina alfa y beta.

El estudio molecular evidencia una mutacién en el gen
HBB, detectdndose la variante HBB:c.380T>A (p.Vall27Glu)
en heterocigosis. Esta mutacion ha sido descrita como la
causante de Hemoglobina Hofu [1].

Finalmente, la paciente es diagnosticada de hemo-
globinopatia Hofu en heterocigosis e inicia control mediante
hemogramas periddicos en consultas de hematologia, sin
presentar clinica.

Actualmente, la familia estd pendiente de estudio.

Discusion

La hemoglobina esta formada por cuatro cadenas de globina,
dos tipos alfa y dos tipos beta, junto con cuatro grupos hemo.
Las variantes de las cadenas alfa y beta se combinan dando
lugar a diferentes tipos de hemoglobina durante el creci-
miento, con diferente afinidad al oxigeno y efecto coopera-
tivo. Este es un proceso regulado genéticamente [2].

En cuanto a las hemoglobinopatias, son el conjunto de
alteraciones hematoldgicas hereditarias que afectan a las
cadenas de globina, siendo las enfermedades monogénicas
mas prevalentes. Pueden tratarse de una afectacién cuanti-
tativa, estructural o funcional de una o varias cadenas de
globina.

Se estima que cerca del 7% de la poblacion mundial es
portadora de un gen mutado. Asimismo, cada afio nacen
entre 300.000 y 500.000 nifios con hemoglobinopatias graves
homocigotas, siendo las mds frecuentes la talasemia y la
drepanocitosis [3].

Enla actualidad, se ha visto una generalizacién mundial
de las hemoglobinopatias debido al aumento de los movi-
mientos migratorios, convirtiéndose en un problema de
salud global emergente con un nimero cada vez mayor de
casos en regiones originariamente no endémicas.

La alteracién genética causante de la hemoglobinopatia
puede darse en los genes codificantes de las cadenas de
globina o en sus regiones regulatorias dando lugar a muta-
ciones sin sentido, alteracion del numero de copias, fusiones
genéticas, etc. Por lo tanto, es grupo muy heterogéneo de
patologias. Pueden clasificarse en dos grandes grupos: las
hemoglobinas variantes y las talasemias. En el presente
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Figura 2: Gréfica resultado de electroforesis capilar (Capillarys 2, Sebia). Observamos picos. De izquierda a derecha, el pico gris corresponde al pico sin
identificar, 31,9 %. A su derecha, el pico rosa representa a la HbA, 64,2 %. Junto al pico de HbA, un pequefio pico naranja, correspondiente a la HbF. Por
ultimo, en el extremo derecho, el pico amarillo donde migra la HbA;, 3,4 %.

texto nos centraremos en aquellas de tipo variante, en las
cuales hay un defecto estructural y en ocasiones funcional.

Las hemoglobinopatias de tipo variante son causadas
principalmente por un cambio de aminodcido en la cadena
peptidica [4]. El cambio aminoacidico puede derivar en
cambios en las propiedades fisicoquimicas de la hemo-
globina causando a su vez alteraciones en la estructura,
solubilidad, afinidad al oxigeno y en la funcién fisiolédgica.

La hemoglobinopatia por hemoglobina variante mas
frecuente es la causada por la HbS (anemia falciforme), pero
se han descrito mas de 1.200 variantes de hemoglobina.

Las técnicas disponibles para su deteccién incluyen:
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de inter-
cambio idnico, electroforesis alcalina y &cida, isoelec-
troenfoque, electroforesis capilar y métodos de biologia
molecular. Las guias internacionales recomiendan que, ante
la sospecha de una variante significativa de hemoglobina, su
presencia debe confirmarse mediante un método alterna-
tivo adecuado (grado de evidencia 1) [5].

En nuestra area de trabajo, el laboratorio de Andlisis
Clinicos del Hospital Universitario de Donostia, el estudio de
hemoglobinopatias se realiza de forma simultdnea y no
excluyente mediante dos técnicas diferentes: HPLC de
intercambio i6nico y electroforesis capilar de zona en medio

alcalino. Asi se dispone de la oportunidad de detectar posi-
bles hemoglobinas anémalas ocultas por otros picos en la
cromatografia y viceversa.

La HPLC mediante columna de intercambio catidnico se
realiza en el equipo D-10 (Bio-Rad). Las diferentes hemo-
globinas son separadas segun su interaccion iénica con la
fase estacionaria mediante un gradiente de tampdén con
fuerza idnica creciente. La fase mdvil junto con los analitos
atravesara la célula de flujo del detector fotométrico, obte-
niéndose una sefial de absorbancia medida a una longitud de
onda de 415 nm. Esta sefial serd proporcional a la concen-
tracion del analito y eluird a un tiempo especifico y carac-
teristico de la hemoglobina a estudio.

Por su parte, la electroforesis capilar se realiza en el
equipo Capyllarys 2 (Sebia). En este caso, las diferentes
fracciones de hemoglobina migrardn segun su movilidad
electroforética mediante flujo electroendosmético en tam-
pon alcalino. En pH alcalino, la hemoglobina tiene carga
negativa y migra hacia el dnodo (+) [6]. Las diferentes
variantes alcanzaran el detector en momentos separados en
el tiempo segun su movilidad electroforética.

La hemoglobina Hofu fue descrita por primera vez por
Miyaji y col. en Japdén, cuando realizaban estudios de
variantes de hemoglobina en la poblacion del drea de la
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ciudad Hofu. Durante este estudio hallaron una variante de
hemoglobina con diferente migracién que la HbA a pH
alcalino, pero indiferenciable de ésta a pH neutro. En con-
creto, la nueva hemoglobina se situaba mds hacia el &nodo
en electroforesis en gel de agarosa a pH 8,6 [7], tratdndose de
una hemoglobina de migracién rapida. A su vez, el estudio
genético demostro una sustitucion dela valina de la cadena
en la posicién 126 por acido glutamico [7].

Caracteristicamente, puede no separarse correctamente
de la HbA dependiendo del método utilizado, como mediante la
cromatografia HPLC de intercambio idnico, donde la separa-
cién es parcial. En cambio, en la electroforesis en pH alcalino, al
tener una migracién mas rapida hacia el &nodo, se obtiene una
separacion correcta de las distintas fracciones [8].

Clinicamente, la presentacion heterocigota de la Hb
Hofu suele presentarse de forma asintomadtica o con ligera
anemia ya que se trata de una hemoglobina levemente
inestable [8]. Es una hemoglobinopatia rara que ha sido
hallada en pacientes procedentes de Japén, Espafia, Sri
Lanka, India y América. También ha sido descrita en com-
binacién con HbS y beta talasemia [8], pudiendo causar
hemdlisis en combinacion con ésta ultima. Junto a HbS,
habitualmente de presentacién asintomatica, cuando ha
presentado clinica ha sido en forma de crisis dolorosas [9].

En nuestro caso, la paciente presentaba astenia y una
ligera anemia que se corregia parcialmente tras tratamiento. El
estudio de eritropatias demostro la presencia de una hemo-
globina andmala de un 31 % mediante electroforesis capilar de
zona en pH alcalino, que no pudo ser separada mediante cro-
matografia de intercambio cationico. Segun la bibliografia
reportada, los porcentajes encontrados de esta hemoglobina en
ausencia de talasemia varian entre un 28-31% [8]. El estudio
genético descart6 la presencia de una talasemia asociada y de
alteraciones en la cadena alfa. La hemoglobina variante fue
identificada como Hb Hofu. La paciente continuara en segui-
miento por el Servicio de Hematologia.

Puntos de aprendizaje

— Las hemoglobinas variantes muestran una clinica
variada, siendo habitualmente asintomadticas en su
forma heterocigota. Su diagnéstico es importante ya que
en formas homocigotas o en combinacion con otras
hemoglobinopatias pueden dar lugar a formas mas
graves.
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— Es importante realizar el estudio de posibles hemo-
globinas variantes mediante dos métodos diferentes,
debido al posible enmascaramiento entre picos.

- La hemoglobina Hofu es una hemoglobinopatia estruc-
tural rara causada por una mutacién en el gen HBB,
siendo esta asintomdtica en los portadores heterocigé-
ticos de la variante.
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