Anexo VII. Drepanocitosis, anemia o enfermedad de células falciformes (AF o
ECF) y otras hemoglobinopatias estructurales.

Protocolo de Cribado

Nombre de la prueba: Deteccién de hemoglobina S y otras variantes (C, D y E) en sangre
impregnada en papel.

Meétodo analitico: Cromatografia liquida de alta resolucién de intercambio catiénico (HPLC).

El tiempo de retencién, caracteristico de cada variante, es el tiempo que transcurre desde que se
inyecta la muestra hasta que se obtiene el punto mdximo de cada pico. La deteccidn se realiza
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 415/690 nm.

Limitacion de la técnica:

- La técnica HPLC utilizada permite la separacion de las variantes estructurales de la hemoglobina
mas frecuentes F, A, S, D, Cy E, asi como otras variantes menos frecuentes.

- Los RN prematuros pueden presentar falsos negativos debido a que presentan valores muy bajos
de hemoglobina adulta en el momento del nacimiento.

Punto de corte:

- Se trata de una deteccidon cualitativa. La identificacion se basa en el tiempo de retencién
caracteristico de cada tipo de Hb. El limite de deteccién de hemoglobinas S, C, Dy E es el 1% del
area total de la muestra, cuando esta es al menos de 750000 uV x seg.

- La presencia de un patrén anémalo se identifica tras aplicacion de reglas de patrén que eliminan
interferencias por otros posibles picos minoritarios (productos de degradacion, derivados
glicados o carbamilados, entre otros).
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* Patrones anémalos objeto del cribado

Patologia: anemia hemolitica crdnica
FS, FSC, FSD: Drepanocitosis
FSA: Rasgo drepanocitico + talasémico (5>50% A)

Patologia: anemia hemolitica leve
FC, FD o FE: Hemoglobinopatias C, D 0 E

Patologia: posible anemia leve (Recomendaciones generales y consejo genético)
FAS: rasgo drepanocitico
FAC, FAD, FAE: Rasgos de hemoglobina C, Do E

Otros patrones identificables como consecuencia del cribado
Patologia: Talasemia major
F (beta 0-beta 0)
Transfusion: AF

Repeticion de la prueba en la misma muestra para verificacion:

- Cuando el test de cribado sea positivo, tanto si se trata de un patréon homocigoto como
heterocigoto, el laboratorio de cribado repetira la determinacion en la misma muestra; en el caso de
gue ésta no sea suficiente, se solicitard nueva muestra por el procedimiento habitual.

Comunicacidn de resultados:

- El laboratorio de cribado comunicard el resultado normal a los padres, o el resultado alterado a la
unidad clinica de seguimiento, tras realizar la segunda determinacién.

- El laboratorio de cribado derivara a la unidad de seguimiento clinico a los bebés con test positivo
(homocigotos y heterocigotos) por via telefénica.

- Teniendo en cuenta que vamos a considerar confirmatorios los resultados de la segunda prueba en
sangre de taldn, el laboratorio de cribado acompafiara la comunicacion telefénica con un Informe

escrito, enviado a la direccion corporativa de correo electrénico de la unidad clinica que
corresponda.



Protocolos de Confirmacion Diagnostica e Intervencion Inicial
Método de Diagndstico de confirmacion:
Pruebas en el RN para casos sospechosos de enfermedad:
- Hemograma con perfil reticulocitario
- Cuantificacién de hemoglobina mediante Electroforesis capilar.
- La confirmacién de cualquier variante diagnosticada se realizard mediante genética
molecular. El estudio genético podria posponerse hasta que tenga mas edad.
Pruebas en el RN en caso de sospecha de estado de portador:
- Se considerardn confirmados con el resultado de la segunda determinacidon en sangre de
taldn, junto con el resultado del estudio a los progenitores.
Pruebas a los progenitores (se citaran en consulta de eritropatologia de adultos):
- Hemograma con perfil reticulocitario
- Electroforesis capilar Hb
- En caso de que ambos progenitores sean portadores, se derivardn a la consulta de Genética
Clinica con caracter prioritario, para estudio familiar (genética molecular) y asesoramiento.

Electroforesis capilar de zona:

- Consiste en una electroforesis en “solucién libre”, que permite separar proteinas bajo la
influencia de un campo eléctrico, en funcién de su relacion masa/carga, teniendo en cuenta el
efecto de la fuerza idnica, el pH del tampdn y la naturaleza del soporte. Las variantes de la
hemoglobina son debidas a mutaciones de algunos aminodcidos, que implican cargas de
superficie diferentes y, por consiguiente, presentan diferentes movilidades al ser sometidas a
una electroforesis de zona.

- En la electroforesis capilar de zona basta con utilizar un tampdn alcalino para detectar las
variantes mas habituales. Ademds cuantifica mejor la HbA2 que el gel de agarosa y no se afecta
por la presencia de ciertas variantes como sucede con HPLC.

- El método permite cuantificar la HbA, A2, F, S, C, D y E, asi como la Hb Bart.

Una fraccion anormal de HbS indica un rasgo drepanocitico, con fiabilidad superior al 90% vy al
100% si se obtiene un test de falciformacién positivo

Tras la confirmacion diagndstica del caso, la misma Unidad de Hematologia Pediatrica estudiara a
los padres (Electroforesis capilar + Hemograma).

Valores de Hb por electroforesis capilar:

Edad N Hb A%* HbF%* HbA2 %*

0 - 6 dias 47 4.7 -24.3 79.4-97.9 0.0-0.0

7 - 14 dias 17 6.6-38.3 66.0-98.4 0.0-0.4

15 - 45 dias 28 8.1-62.7 49.9-98.4 0.0-1.8

45 dias — 3 meses 32 37.3-88.8 10.3 - 64.6 03-24
3 - 6 meses 29 67.0-96.7 5.2-345 1.7-2.7

6 - 9 meses 21 82.4-98.8 1.1-28.5 2.0-3.0

*p2.5-p97.5



INTERVENCION INMEDIATA TRAS EL DIAGNOSTICO

1. Intervencién en caso de diagndstico de enfermedad: Establecimiento de medidas profilacticas en

el RN y pauta de seguimiento.
- La vacunacién a los RN nacidos con anemia falciforme o con cualquier otro patrén de
hemoglobina susceptible de producir asplenia funcional, se debe iniciar a los 2 meses de vida,
segun el calendario oficial de vacunaciones de Asturias vigente.
- Las medidas profilacticas se deben establecer a partir de los 3 meses de vida, conforme a las
recomendaciones de la SEHOP.

2. Intervencidn en caso deteccién de portadores: Informacidn a los progenitores sobre la condicién,

recomendaciones y Alta del RN.

3. Consejo genético a los progenitores:
- Se realizara ante el diagndstico en el RN del estado de enfermo o portador.
- En caso de que ambos progenitores sean portadores se solicitarad consulta a Genética para
estudio genético familiar y asesoramiento, antes de que se produzca una nueva gestacion,
con el objeto de poder ofrecerles diagndstico prenatal.

4. Adicionalmente, se ofrecera estudio familiar a los hermanos del RN.

Algoritmo diagnéstico:

Test de cribado positivo

A 4

Cita en la CONSULTA DE HEMATOLOGIA PEDIATRICA (HUCA) o HEMATOLOGIA (CABUENES)

- Informacion a los padres

- Valoracién del RN

- Estudio a los progenitores

- Intervencion terapéutica en el RN

- Derivacién a la consulta de Genética si ambos progenitores son portadores

!

Falso positivo
ALTA

Hemoglobinopatia S
homocigota: FS

Doble heterocigoto
Drepanocitico-Talasémico

Doble hetrocigoto:
FSC, FSD, FSE

Otra hemoglobinopatia
estructural: FC, FD, FE

Talasemia major:
F(30-B0)
F(BO-B+)

Forma heterocigota
(Rasgo falciforme): FAS

Portador de otra

hemoglobinopatia estructural:

FAC, FAD, FAE




Definiciones de Caso:

1. Forma homocigota o enfermedad de células falciformes (HbSS): la mutacion afecta a los 2 alelos
del gen que codifica la cadena B: genotipo BS / BS. En estos casos, practicamente toda la Hb (75-95%)
es HbS, siendo el resto (5-15%) HbF.

2. Forma doble heterocigota (HbS-Tal): en el paciente coexisten 2 alelos anormales del gen de la
cadena B, uno presenta la mutacion de la HbS y el otro una mutacidon de B-Talasemia. Si la sintesis a
nivel del gen talasémico es nula (80-tal) la cantidad de HbS sera practicamente la misma que en el
estado homocigoto (70-90%). Si, por el contrario, solo presenta una disminucién en el gen talasémico
(B+- tal) se observa la coexistencia de HbA (10-30%), HbS (60-85%), y una pequefia proporcion de
HbF (5%).

3. Forma doble heterocigota (HbSC): en el paciente coexisten 2 alelos anormales del gen de la
cadena B, uno presenta la mutacion de la HbS y el otro la mutacion de la HbC: genotipo BS/BC. No
existe HbA y presenta cantidades similares de HbS y HbC (50%).

4. Forma doble heterocigota HbSD, HbSE: Igual que en la anterior, con la mutacién HbD 6 HbE.

5. Talasemia major F(B0-B0): Beta talasemia homocigota, beta-talasemia mayor o enfermedad
Cooley: La sintesis de cadenas beta de globina se encuentra disminuida o ausente y los pacientes
presenta un 95-98% de HbF con disminucidn de Hb A2 y ausencia de Hb A.

6. Forma heterocigota de AF o Rasgo falciforme (Portador sano, HbAS): |la mutacién afecta a un solo
alelo de los dos que codifican la cadena B: genotipo BA / BS. Los pacientes presentan un 30-40% de
HbS.

7. Forma heterocigota de otra hemoglobinopatia estructural (Portador HbAC, HbAD, HbAE)

Descripcion de la enfermedad

Nombre de la enfermedad: Anemia Falciforme. Drepanocitosis. Enfermedad de células falciformes.
Hemoglobinopatia_S. OMIM: 603903

Tipo de deficiencia o trastorno metabdlico: Hemoglobinopatia.

Las hemoglobinopatias constituyen un amplio grupo de enfermedades genéticas, causantes de un
alto grado de morbi-mortalidad. Son las alteraciones monogénicas mas frecuentes en el mundo y
siguen un patron de herencia autosémico recesivo. Se producen como consecuencia de alteraciones
cualitativas de la cadena de globina en el caso de las hemoglobinopatias estructurales, o bien por
alteraciones cuantitativas en cuyo caso dan lugar a las talasemias. Puede ocurrir que ambas
alteraciones coexistan, produciendo lo que se conoce como hemoglobinopatias talasémicas.

La enfermedad de células falciformes o drepanocitosis constituye la forma mas frecuente y mejor
conocida de hemoglobinopatia estructural. Los nifios afectos de anemia falciforme, son muy
susceptibles a infecciones bacterianas severas y presentan un alto grado de morbi-mortalidad.

Patogenia

La hemoglobina S (HbS) es una hemoglobina anormal originada por una mutacién en el cromosoma
11, que da lugar a la sustitucidon de un aminodcido cargado a pH fisiolégico (acido glutdmico), situado
en la posicidn 6 de la cadena R de la globina, por otro neutro (valina). Esta modificacion de la carga
superficial de la hemoglobina provoca una menor solubilidad de la Hb, especialmente en su estado
reducido (deoxi-Hb), y facilita la formacién de agregados fibrilares o polimeros de la molécula de Hb,
que alteran profundamente la morfologia eritrocitaria y aumentan su rigidez. Los hematies
deformados por este mecanismo reciben el nombre de drepanocitos y debido a su elevada rigidez,
no pueden atravesar normalmente la microcirculacion de los tejidos, siendo hemolizados vy
eliminados de la misma por los macrdfagos del Sistema Mononuclear Fagocitico. Ademas, la escasa
deformabilidad de los drepanocitos produce aumento de la viscosidad sanguinea, facilitando la
formacién de microtrombos y la oclusidn de los pequefios vasos (isquemia y microinfartos).



Epidemiologia

La enfermedad es mds comun en regiones en las que el paludismo es o fue endémico, ya que el
estado de portador heterocigoto concede proteccién frente a esta enfermedad. Es especialmente
frecuente en personas con antepasados originarios del Africa subsahariana, la India, Arabia Saudita o
los paises del Mediterrdneo. Las migraciones incrementaron la frecuencia del gen en los paises
americanos, asi como en algunos paises europeos.

El movimiento poblacional a lo largo del mundo y su establecimiento en paises distintos a los de
origen, hace que debamos plantearnos la aparicién de enfermedades que no eran frecuentes en
nuestro ambito geografico.

En un estudio poblacional realizado en Asturias a partir de los registros del CMBD vy de las historias
clinicas de pacientes con diagndstico de anemia falciforme entre 1996 y 2013, se identificaron 15
casos de enfermedad de las células falciformes (homocigotos, HbSS). El pais de procedencia que mas
casos aporto fue la Republica Dominicana; otros seis paises fueron el lugar de origen de un paciente
cada uno: Angola, Brasil, Colombia, Guinea Conakri, Guinea ecuatorial y Portugal; por dltimo, 3
habian nacido en Espafa, pero sus padres procedian de Cuba, Guinea ecuatorial y Nigeria
respectivamente. Entre 2008 y 2012 han nacido en Asturias 2 casos (2/25.208 RN totales).

Con respecto a la mortalidad, la mediana de edad del fallecimiento de los varones con anemia
falciforme homocigota es de 53 afios y en las mujeres de 58,5 afios. En cuanto a la mortalidad
infantil, en las Directrices para el control de las hemoglobinopatias elaborado por la OMS en 1994, se
estimaba que la anemia falciforme era la responsable del 10-20% de la mortalidad infantil global en
los paises en vias de desarrollo. También se estimaba que en los paises desarrollados, en ausencia de
diagndstico neonatal, en los primeros afios de vida se morian un 10% de los nifios con anemia
falciforme.

Sintomas clinicos

La anemia falciforme es una enfermedad sistémica, caracterizada por la afectacion vascular causada
por la vaso-oclusion y por la presencia de complicaciones hemoliticas e infecciosas. Las
manifestaciones clinicas mas importantes de la enfermedad de células falciformes pueden dividirse
en tres grupos: anemia hemolitica, sindromes dolorosos y complicaciones que afectan a drganos
mayores.

Las complicaciones agudas mas importantes son las infecciones, los episodios de dolor, el secuestro
esplénico, el sindrome toracico agudo y los accidentes cerebro-vasculares (ACV), junto con las
exacerbaciones agudas de la anemia.

Tras la confirmacion clinica de la enfermedad es necesario el comienzo del tratamiento adecuado lo
antes posible. En la actualidad no existe un tratamiento curativo de la enfermedad de células
falciformes, por lo que el objetivo del tratamiento es evitar la aparicidn de las complicaciones agudas
y crénicas.

Debido a la complejidad de las manifestaciones clinicas, el manejo de los nifios con anemia falciforme
no es facil, por lo que se recomienda que sea abordado por unidades especializadas.

Existen numerosos protocolos de tratamiento de la enfermedad. En Espafia existe una Guia de
Practica Clinica elaborada por la Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatricas (SEHOP).
Los tratamientos mds efectivos son el uso de antibidticos, las transfusiones de sangre, el uso de la
hidroxiurea y el transplante hematopoyético.

Como consecuencia del estado de asplenia funcional, los nifios con drepanocitosis tienen una
importante susceptibilidad a padecer infecciones, especialmente las causadas por bacterias
encapsuladas. Las septicemias por neumococo (con o sin meningitis) son la causa mas frecuente de
mortalidad en nifios menores de 5 afios con anemia falciforme. También se han descrito infecciones
invasivas por Haemophilus influenzae o meningococo. Las infecciones pueden ser un factor
desencadenante de otras complicaciones como el sindrome toracico agudo. El riesgo de infeccién en
niflos mayores de 5 afos es bajo.

Debido a la presencia de hemoglobina fetal (HbF), los nifios menores de 6 meses suelen presentar
menos sintomas que los nifios de 6-36 meses, aunque algunas complicaciones agudas graves, como
las infecciones invasivas y el secuestro esplénico pueden presentarse ya a los 2-3 meses de edad. Las



crisis apldsicas y el sindrome toracico agudo pueden aparecer antes de los 2 afos de edad, mientras
que los ACV suelen presentarse después de los 2 afios.

En los primeros afios de vida también suelen producirse crisis vasooclusivas en las extremidades o las
dactilitis, mientras que las crisis dolorosas a nivel de huesos largos o vértebras suelen producirse mas
tardiamente.

La principal causa de muerte en nifios mayores de 5 afios es el sindrome toracico agudo, con fiebre,
dolor toracico y leucocitosis. La supervivencia guarda relacion con la frecuencia de las crisis.

La morbilidad ha disminuido en las 2 Ultimas décadas, contribuyendo al aumento de la supervivencia
tanto la implantacién en regiones de alta prevalencia del cribado neonatal, como a la profilaxis con
penicilina, la vacunacién contra gérmenes encapsulados, el uso de transfusiones crdnicas, la
hidroxiurea y el trasplante de progenitores hematopoyéticos. En la actualidad la mayoria de los
pacientes vive al menos hasta la edad adulta madura, y todos tienen potencialmente la posibilidad de
llevar una vida productiva.

El tratamiento temprano de la enfermedad de células falciformes, posible gracias a la deteccion
precoz, se asienta sobre dos pilares fundamentales: la prevencién primaria de las infecciones
(especialmente neumocdcicas, causantes de una gran morbimortalidad en nifios menores de 3 afios)
y la educacién de los padres para identificar las complicaciones agudas en sus fases iniciales.

Recomendaciones de tratamiento temprano:

Los padres deben tener unas instrucciones claras sobre cudndo acudir a su pediatra de atencion
primaria y cuando ir al hospital.

Tratamiento de base convencional

Acido Félico: Tratamiento diario 1 mes cada 3 de forma OPCIONAL, o simplemente recomendar una
dieta variada rica en verdura y fruta fresca.

Penicilina (via oral):

- Es esencial su administracién de forma indefinida desde los 3 meses de vida hasta la edad de 5
anos, y opcionalmente hasta la edad adulta, salvo en esplenectomizados quirurgicos, en los que sera
obligatorio indefinidamente y en aquellos con infecciones recurrentes por neumococo.

- En el caso de procedimiento invasivo como extracciones dentarias se recomienda realizar una
suplementacion profildctica con amoxicilina 50 mg/kg/dia el dia del procedimiento

Vacunas: La pauta habitual de vacunacién debe ser complementada con un calendario especifico, sin
olvidar que muchos de estos pacientes son inmigrantes que viajaran a sus paises de origen por lo que
se debera incluir la vacuna de hepatitis A asi como las vacunas internacionales y/o profilaxis
antimalaria dependiendo del lugar.

El Programa de Vacunaciones de Asturias establece un calendario de vacunacion infantil (2023) que
incluye ya la vacunacidn frente al neumococo, el Hemophilus influenzae tipo b, Meningococo By Cy
Varicela, ademds de las cldsicas DTP, Polio y SRP. Establece ademas, recomendaciones de
inmunizacion especificas para situaciones la asplenia anatémica o funcional e hiposplenia, aplicables
a los enfermos con ECF o talasemias, que en resumen consisten en afiadir:

- Vacuna frente a la enfermedad meningocdcica ACWY en los RN:

Vacuna Edad 12dosis Vacunacién inicial Dosis de refuerzo
MenACWY-TT 2-11 meses 2 dosis separadas 8semnas | Dosis de refuerzo a los 5
y dosis de refuerzo a los 12 | afios. No se han

meses de edad (separa, al | determinado si se necesitan
menos dos meses de la | mas dosis de refuerzo
dosis anterior)

2 dosis separadas 8
afo semanas

MenACWY-CRM >2 afios 2 dosis separadas 8
semanas




- Vacuna frente al Meningococo: en las personas mayores de dos afios esta indicada la administracion de
una dosis de recuerdo cada 5 afios mientras se mantenga la condicién de riesgo.

- Vacuna antineumocécica: Refuerzo con VNC13 (pauta 3+1); afiadir una dosis de VNP23 a partir de los 2
afios de vida y otra 5 afios después; separacion correcta entre dosis.

- Vacuna antigripal anual, a partir de los 6 meses de vida (ver recomendaciones especificas).

Diagnostico diferencial de sindromes de células falciformes
Las manifestaciones clinicas dependen de la edad pero también del genotipo. Los individuos
homocigotos o heterocigotos compuestos tienen enfermedad sintomdtica con cinco fenotipos
posibles:
- ECF (HbSS), que afecta aproximadamente al 75% de los pacientes.
- ECF-Hemoglobina C (HbSC, 25% de los pacientes)
- ECF-Talasemia (menos del 1% de los pacientes), con 2 subtipos:

v" HbSB+talasemia

v" HbSBOtalasemia
- ECF-Otras hemoglobinopatias (HbSDPunjab, HbSOArab u otras)
- Rasgo falciforme (HbAS)
Generalmente, los nifios con HbSS y SPO-talasemia presentan mas afectacion que el resto de los
fenotipos. Sin embargo, la variabilidad en la expresidon clinica es muy marcada y dificilmente
predecible. La enfermedad falciforme SC puede tener las mismas complicaciones pero generalmente
es mucho mas leve en sus manifestaciones y hay menos probabilidad de hipofuncidn esplénica.

Cuadro extraido de la Guia SEHOP 2019

Homocigoto 55 ES 0 8095 2-25 <3,5 0 6-9 80-100°
Falciforme-p tal ~ Si° FS 0 8092 2-15 35-70 0O 6-10  60-75
Falciforme-HbC ~ SC FsSC 0 45-50 1-5 B 45-50 9-15 70-85
Falciforme-fi* tal ~ Sf3* Egio 5-30 65-90 2-10 3560 0 9-15  70-80
Rasgo falciforme  AS FAS 50-60 35-45 <2 <3,5 0 12-15 80-94
Normal AA FA 9598 0 <2 <3,5 0 12-15 80-94

Las cifras de HbA, HbS, HbE HbA, y HbC se expresan en %, las de Hb en g/dL y son valores del adulto, y
VCM denota volumen corpuscular medio y se expresa en fl (sus valores pueden ser menores si coexiste alfa
talasemia).

3" indica mutacidn talasémica con ausencia de B globina.
f* indica mutacion talasémica con reduccién (pero no ausencia) en la produccion de p globina.
*ILa HbA a veces en el neonato es insuficiente para detectarla.

#*) La cantidad de HbA, no puede medirse adecuadamente en presencia de HbC ni HbS, donde puede estar
aumentada con algunas técnicas.

@ En casos raros de HbSS el nivel de Hb F puede ser bastante alto y habria que diferenciarlo de la entidad
HbS-Persistencia Hereditaria Pancelular de HbF (S-HPFH), una enfermedad benigna que habitualmente no
se asocia con anemia ni vasooclusién.

*En pacientes donde coexiste con alfa-talasemia, frecuente en la poblacion subsahariana, el VCM puede estar
disminuido.



