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Hemoglobinas por Electroforesis Capilar.
Resultados obtenidos del estudio de 6.268 muestras (mayo 2007-abril 2008)

@ 20 min.

X

La automatizaciéon en hematologia
empleada en el laboratorio clinico, puso en
evidencia las alteraciones de los indices
hematimétricos. El histograma revela con
mayor frecuencia, microcitosis e
hipocromia y otro tipo de alteraciones,
corroborado por el examen microscopico
del frotis de sangre periférica. Esto se
tradujo en un aumento de las solicitudes de
estudios de la Hb por electroforesis. El
objetivo de este trabajo es demostrar la
cantidad de alteraciones cualitativas y
cuantitativas observadas en muestras
estudiadas por electroforesis capilar (EC)
desde de mayo de 2007 a abril de 2008 en
Laboratorio Génesis-MANLAB. La electro-
foresis capilar es un método que permite
una mejor separacion de las diferentes Hb
anémalas (més que la HPLC), ademaés
cuantifica las fracciones con exactitud. Es el

Gnico método que permite la separacion de
lasHb CyHbE, de laHbA2.
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Introduccion

La molécula de hemoglobina (Hb)
estad formada por dos pares de cadenas de

v
D

globina, unidas cada una de ellas aun grupo
Hem. Es un tetrdmero de 64,5 Kd.
constituido por dos pares de cadenas (alfa,
beta, gamma o delta). La union del grupo
Hem dentro del bolsillo de la estructura
molecular en cada cadena de globina es
vital para la capacidad de transporte del
oxigeno, estabilizando ala moléculade Hb.

En el adulto se encuentra la Hb A
(adulta normal constituida por dos cadenas
alfa y dos cadenas beta: a2 - 2), la Hb F
(fetal: a2 -y2) ylaHb A2 (02 -932) La
sintesis de las cadenas alfa esta dirigida por
dos pares de genes alfa: al y a2, en el
cromosoma 16. La sintesis de las cadenas 3
y d estadirigida por genes tinicos y 8, enel
cromosoma 11. La sintesis de la cadena
estd dirigida por dos genes: Gy y Ay,
tambiénenelcromosomal1l.

Existen variantes de Hb genéti-
camente determinadas que ocurren en
formanatural (se conocen mas de 750). La
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mayoria no sintomaticas, otras con
sintomas y signos clinicos que varian de
manifestaciones minimas a muy severas,
algunas incompatibles con lavida. Todos los
sindromes clinicos que se presentan por
alteraciones de la sintesis de la Hb, se
conocen como hemoglobinopatias.

Las hemoglobinopatias constituyen
un desorden hereditario monogénico
autosomico recesivo. La mayoria son
portadores heterocigotas asintomaticos o
con sintomatologia muy leve. Las mas
conocidas son las alfa y beta talasemias
(anormalidades cuantitativas, por altera-
cion de la sintesis de las cadenas de la
globina). Pueden presentarse asociadas a
otras hemoglobinas anémalas (S, D, D,
Lepore y otras denominadas estructurales
y/o cualitativas, por el cambio de un
aminoécido por otro en una de las cadenas
delaglobina).

La talasemia constituye un defecto
genético caracterizado por una produccion
cuantitativamente baja y/o nula de una o
més cadenas de globina. Puede afectar a
cualquiera de las cuatro cadenas (¢, B3, Y, ),
0 en algunos pacientes, a una combinacion
de cadenas 3, y, 6. Nunca se afectan las
cadenas. a y B simultineamente. Estas
alteraciones producen un desbalance en la
sintesis de las cadenas de globina y una
inadecuada produccion de eritrocitos.

La automatizacion en hematologia
empleada en el laboratorio clinico, puso en
evidencia las alteraciones de los indices
hematimétricos. El histograma revela con
mayor frecuencia, microcitosis e hipo-

cromia y otro tipo de alteraciones, corro-
borado por el examen microscopico del
frotis de sangre periférica. Esto se tradujo
en un aumento de las solicitudes de
estudios de laHb por electroforesis.

Objetivo

El objetivo de este trabajo es
demostrar la cantidad de alteraciones
cualitativas y cuantitativas observadas en
muestras estudiadas por electroforesis
capilar (EC) en nuestro laboratorio, de mayo
de 2007 a abril de 2008. La EC es un método
que permite una mejor separacién de las
diferentes Hb anémalas (més que la HPLC),
ademés cuantifica las fracciones con
exactitud. Es el Unico método que permite
laseparacionde lasHb CyHbE, de laHbA2.

Las muestras estudiadas son
sesgadas por cuanto son derivadas de otro
laboratorio por solicitud médica, al
presentar alterados el hemograma y frotis
de sangre periférica, ademas del examen
clinico realizado por el médico solicitante. O
simplemente, son pacientes asintomaticos
levemente anémicos y que no responden al
trata-miento con hierro.

Consideramos que los resultados
obtenidos son significativos, expresan la
probable existencia de heterocigotas
asintomaticos para alfay beta talasemia y/o
hemoglobinopatias asociadas a ellas, en
pacientes adultos no diagnosticados.

Materialesy Métodos

Se estudiaron 6.268 muestras de

sangre total extraida con EDTA, remitida a
un laboratorio de derivacion especializado.
Las mismas fueron procesadas dentro de las
24 hs de recibidas en un Capillarys 2 Sebia
con reactivo alcalino. Se emplearon
calibradores y controles de calidad para las
Hb A, Hb A,y Hb patoldgicas. LaEC se realizd
de acuerdo a las instrucciones establecidas
enelinstructivo del equipo.

Se emplea sangre total, separando el
plasma por decantacién; la solucion
hemolizante se coloca en el rack portatubos
(donde van los tubos primarios con su
cddigo de identificacidn), al que se le agrega
un fragmento dilutor, para diluir la muestra
que serd tomada por los capilares para el
fraccionamiento electroforético. Todo este
proceso es totalmente automatizado.

La separacion electroforética se
realiza en 4 minutos y la migracion de las
variantes de Hb se visualizan en la pantalla
del monitor, que presenta 15 zonas bien
definidas para la correcta identificacion
electroforética de las distintas variantes de
Hb. Como el Capillarys 2 de Sebia tiene 8
capilares, se pueden estudiar 7 muestras
diferentes (el 1° tubo del rack contiene la
solucién hemolizante) en forma
simultanea. El resultado es cuantitativo, la
sensibilidad es tal que se detecta hasta un
0.1%deHbF, pordarunejemplo.

Los valores de referencia (VR) para
Hb A, esde 2.00a3.5%, el de Hb F menor de
2%.

Resultadosy Discusion

Sobre un N=6.268 no se observaron

Simposio de Medicina Genomica y Farmacologia
GENESIS -MANLAB presentara el INFINITI,

A

estescs

MEDICINA GENOMICA

MANLAB"®

unico equipo con tecnologia de microarrays

disefiado para Diagnostico
y j
L
|#

="

== NS

Diagnéstico Bioquimico

Este afio, Génesis-MANLAB, liderando el camino hacia una Medicina Personalizada, incorpora un nuevo equipo

de Auotgenomics.
Por eso, queremos anunciarles, que en abril de 2010 se hara un “Simposio de Medicina Personalizada y

Farmacogenética” donde se presentaran las bases tedricas de ésta disciplinay su aplicacion en las distintas areas de la
farmacologia. También, se hara una presentacion de esta tecnologia innovadora en el campo de la Medicina

Personalizada.
En dicho Simposio, contaremos con la presencia de oradores extranjeros con amplia experiencia en esta area de

lamedicina.



anormalidades en 5.107 (81.5%). Con Hb A;
elevada N= 912 (14.6 %); con Hb F elevada
N=94 (1.5%), con Hb A, y Hb F elevadas N=
103 (1.6%) y con presencia de Hb anémalas
(las estructurales ) N= 52 (0.8%). (Ver
Cuadro 1y Grafico 1).

AuUn considerando el sesgo de las
muestras, observamos que los resultados
ponen en evidencia que nos encontramos
con un alto porcentaje de pacientes con Hb
A, elevada, es decir con una gran
probalilidad de que sean todos portadores
del Sindrome Talasémico.

.

Cuadrol yGraficol

Hb N= %

Noseobservanbandasanémalas 5107 815 @

Hbanémala 52 0.8

Hb A2 aumentada 912 146 @

Hb Fetal aumentada 94 15 ©

Hb A2y Hb Fetal aumentadas 103 16 @
TOTAL 6268

Analizando los porcentajes obte-
nidos de Hb F sobre el total de las muestras,
se observa un N=4.778 (76.1%) con valores
menores de 0.2%, enelrangode 0.2-1.9%
el N=1.267 (20.2%). Es decir, que el mayor
porcentaje de las muestras presentan VR
normales. Sin embargo, en el rango de 2.0 —
4.9%, el N = 161 (2.6%) y en los valores de
5.0 — 10.0% el N=42 (0.7%), el nimero de
pacientes con Hb F elevada, considerando
las edades de los mismos también es
significativo. Si bien podemos suponer que
la mayoria sean portadores talasémicos, se
debe tener en cuenta que ciertos farmacos
suelen provocar una elevacion de Hb F. (Ver
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Cuadro 2, Grafico 2y Figuras 1y 2)
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Cuadro 2, Grafico2y Figurasly?2

Hb Fetales N= %

Menoresa0.2 4778 76.1 ®

0.2-1.9 1267 20.2

0.2-1.9 161 26 ®

0.2-1.9 42 0.7 ©

Mayoresa 10 26 04 @
TOTAL 6268
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En los valores de la Hb A,,
consideramos tan solo tres rangos: los
valores menores del 2%, N= 344 (5.5%), en
los que se puede sospechar la posibilidad de
ser portadores de alfa talasemias. Los que
se encuentran entre 2.0 y 3.5%, cuyo N=
4.909 (78.3 %) lo constituyen los pacientes
con VR dentro de lo normal y los que
presentan més del 3.5%, N= 1015 (16.2 %),

cifra realmente importante que muestra la
incidencia de portadores de beta talasemia.
(Ver Cuadro 3, Grafico 3y Figura 3)

.

Cuadro 3, Grafico 3yFigura3

Hb A2 N= %

Menoresa0.2 344 55

Entre2-3.5 4909 783 ®

Mayoresa3.5 1015 162 ®
TOTAL 6268
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La presencia de Hb anémalas, en la
gran mayoria de los casos, fueron hallazgos
de laboratorio. Pacientes a los que se les
solicita una electroforesis de Hb porque son
adultos, con anemia que generalmente no
responden al tratamiento con hierro.

Si consideramos el N = 52 como si
fueraun 100% (para expresarlo mejor enun
grafico), los resultados serian: Hb S N= 32
(61.5 %), Hb Lepore N=8 (15.4 %), Hb CN=4
(7.7%) y otras Hb, como variantes de Hb Ay
algunas noidentificadas N=8 (15.4 %).

La presencia de Hb S es bastante
frecuente asi como la Hb Lepore, también la
Hb C, en la mayoria de los casos se
encuentran asociadas con elevaciones de
Hb A, y también con elevaciones de Hb F, es
decir que sondobles heterocigotas para



talasemia y la Hb estructural que Conclusiones

acompafie. (Ver Cuadro 4, Grafico 4 y

Figuras4,5y6) Observando los datos obtenidos y
aun tratdndose de muestras sesgadas, los
@ : resultados expresan la posibilidad de que
~ TR TANS = .,
i i una gran parte de la poblacion sean
¥ H (LT] 1.0 A
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i 172 g Hb andmala, con laimplicancia que significa
Hb Anémalas N=" % - “ eneléareadelasalud.
HbS 32 61.5
Hb Lepore 8 15.4
HbC 4 77 La muestras procesadas corres-
OtrasHb 8 154 @ ponden a individuos adolescentes, y
jovenes, entre anos; y aadultos, entre
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.f- B 'N laboratorio bioquimico a otro de mayor
complejidad, no siempre es factible contar
con datos clinicos y parametros de
laboratorio. Ante la presencia de datos

| alterados y/o presencia de Hb anémalas
i siempre es consultado el profesional
Irxumes 3 X X
iy &, 5.9 derivante sobre los antecedentes de dichos
ify £ [ . ,
;" uid pacientes. En la mayoria de los casos,
A fih A2 2 A refieren anemias crénicas sin diagnosticar,
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en otros cuentan con antecedentes
familiares que coinciden con los datos
obtenidos por nuestro laboratorio.

Tener un 16.2% de Hb A, elevada
por encima de los VR, es un dato para tener
muy en cuenta. En un trabajo presentado en
2003, sobre estudios de Hb realizados a
pacientes anémicos sin diagnéstico y
efectuados sobre gel de agarosa, el
resultado fue de un 13.8%. En ese mismo
trabajo, el dato sobre Hb F mayor de 2% fue
de 0.58% y empleando EC obtuvimos un
2,6%. Si bien es cierto que son dos
poblaciones distintas, en ambos se trata de
individuos del mismo rango etario y que
presentan anemias, la mayoria sin
diagnosticar. Debe sefialarse que laEC es un
método de alta sensibilidad, reproducibi-
lidad, cuantitativo y totalmente automa-
tizado, brindando de esta manera
resultados seguros. Para el médico
especialista, estos datos son de vital
importancia porque contribuyen a un
diagnostico certero de laenfermedad.

Otro punto a destacar como
conclusién de este trabajo son los valores
menores del 2% de la Hb A,. La bibliografia
internacional hace hincapié en éste punto
ya que considera que la alfa talasemia es
mas cominy frecuente a nivel mundial, que
la beta talasemia, pero como es silente o
asintomatica no presenta parametros
bioguimicos alterados. Los valores de Hb A,
por debajo del 2% serian un llamado de
atencion para buscar una probable
mutacion en las cadenas alfa de laglobina.

El diagnostico de la misma debe
realizarse por métodos de biologia
molecular, que en nuestro laboratorio se
resuelven en el &reacorrespondiente.

La confirmacién de portadores de
alfa y beta talasemia, que no puedan
diagnosticarse clinicamente y con los
estudios habituales de laboratorio cuentan
actualmente con una herramienta como la
biologia molecular parallegar al diagnéstico
definitivo de laenfermedad.
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