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Electroforesis de Hemoglobinas.
Estudio descriptivo de los resultados obtenidos analizando 37.608 muestras

'QD 15 min.

K El examen de hemoglobina (Hb) es
una prueba sanguinea que se ordena con
frecuenciay casi siempre se hace como parte
de un conteo sanguineo completo. La pre-
sencia de algun defecto de tipo hereditario
en la hemoglobina que tiene como
consecuencia una estructura anormal en
una de las cadenas de la globina se
denomina hemoglobinopatia. En el siguien-
te trabajo profesionales del Area de
Proteinas — Hemoglobinas de Laboratorio
Manlab nos presentan un estudio descrip-
tivo de los resultados obtenidos de las
electroferesis de Hb de 37608 pacientes
realizado entre los afios 2006y 2015.
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Introduccién

Las hemoglobinopatias son desor-
denes hereditarios monogénicos, autosomi-
cos recesivos, algunos son autosémicos
dominantes, como algunas formas ines-
tables. Estan distribuidos en todo el mundo
como consecuencia de las migraciones y

entrecruzamientos poblacionales. Los porta-
dores (heterocigotas), generalmente son
sanos. Las formas severas se manifiestan
sobre todo en nifios nacidos de padres
portadores. Un documento de la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS) de 2008
informa que un 7% de la poblacién mundial
es portadora de una hemoglobinopatia
(sindromes talasémicos y hemoglobino-
patias estructurales, asociados o no),
planteando que los organismos de salud de
cada pais deberian realizar estudios
poblacionales para conocer la prevalencia de
éstas patologias. De nuestro pais y de los
paises latinoamericanos hay muy pocos
datos.
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La molécula de Hb esta formada por
dos pares de cadenas de globina unidas a un
grupo hem. Se sintetizan seis cadenas dife-
rentes. Tres son embrionarias transitorias.
En la vida post-natal permanecen las
cadenas: ., 3,7, 0. En el adulto se encuen-
tran: Hb A (Adultanormal-a, ,); Hb F (Fetal -
o, 7.) yHb A~ (,3,)

La sintesis de las cadenas a esta
dirigida por dos pares de genesa, aly a2, en
elcromosoma 16. La sintesis de las cadenas B
y 8, por genes Unicos By d, en el cromosoma
11. La sintesis de la cadena v, esta dirigida
por dos genes: Gy y Ay, también en el
cromosoma 11.
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Figura 3.- Desarrollo de las cadenas de globi-
nade lahemoglobina
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Todos los sindromes clinicos que se
presentan por alteraciones de la sintesis y/o
estructura de las cadenas de la Hb, se
conocen como: HEMOGLOBINOPATIAS.
Constituyen un defecto genético como
consecuencia de la estructura anormal de
una o mas de las cadenas de globina. Puede
deberse a la sustitucion de un amino acido



porotrocomoenlasHb Sy Hb C; aladelecién
de una porcién de la secuencia de amino
acidos como en la Hb Gun Hill; a una
hibridacién anormal entre dos cadenas como
en laHb Lepore, 0 a una elongacién anormal
de una cadena de globina como en la Hb
Constant Spring.

Las alteraciones pueden ser cuali-
tativas o cuantitativas. Las cualitativas son las
estructurales, se caracterizan por sustituir
uno o mds aminoacidos de la cadena
involucrada o por una mutacién. Las
variantes mds frecuentes por alteracion de la
cadena B son las Hb S—C—D™"" —Ey muchas
otras. Las cuantitativas son las talasemias
porque esta alterada la sintesis de las
cadenas de la globina. Cuando se afecta la
cadena o tenemos las a talasemias y en el
caso de las cadenas 3, las 3 talasemias.

Objetivo
Realizar un estudio descriptivo de los

resultados obtenidos en las electroforesis de
Hb que nos llegan al laboratorio. Se procesan

diariamente un promedio de 40/50
muestras; en nueve afios (de Mayo de 2006 a
Abril de 2015) hacen un total (N) de 37.608
muestras procesadas; observamos en
muchos casos que al solicitar datos del
paciente, no siempre contamos con ellos,
razén por la cual consideramos que los
resultados que se observen al final no
indiquen prevalencia ni frecuencia de las
distintas hemoglobinopatias, si tienen un
valor informativo sobre ésta patologia que
estd considerada entre “las raras”. La idea es
mostrar nuestra experiencia de mas de nueve
afos de trabajo, con datos porcentuales de la
poblacién que nos llega (nifios y adultos) sin
realizar discriminacidon de los grupos. Son
muestras de derivacién de laboratorios. Los
pacientes generalmente consultan por
presentar anemia crdnica, que no responden
al tratamiento con hierro o con sospecha de
ser portador talasémico, por provenir de una
familia de ascendencia italiana. Por lo tanto
los resultados que se muestran tienen un
sesgo importante que no invalida el trabajo
realizado y el objetivo del mismo: sefialar la
importancia de adjuntar a las solicitudes de

estudio los siguientes datos: la edad
(imprescindible); diagndstico presuntivo,
hemograma; ferremia, transferrina,
saturacion de lasiderofilinay ferritina.

Consideraciones

Trabajamos con muestra de sangre
total extraida con anticoagulante EDTA. La
muestra debe ser procesada en un término
no mayor 5/6 dias, manteniendo la misma en
heladera entre 42-109C. Se realiza
electroforesis capilar (EC) con el equipo
Capillarys 2 Flex-Pearcing, totalmente
automatizado; la hemdlisis de los glébulos
rojos lo realiza el equipo. El buffer es alcalino.
En el monitor se observa la curva; el fondo de
la pantalla estd dividido en 15 zonas para
facilitar la identificacion de los picos de las Hb
andmalas.

En Septiembre de 2007, durante el
412 Congreso de la Sociedad Brasilera de
Patologia Clinica y Medicina Laboratorial,
presentamos un trabajo con los datos
correspondientes a un afio (Mayo 2006 - Abril
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2007) con un N de 3.981 muestras. Las
mismas se procesaron con un equipo
Hydrasis - Sebia sobre soporte de agarosa.
Analizamos en el mismo los valores de la Hb
A2y de la Hb F en distintos rangos que nos
permitieran diferenciar los probables
portadores talasémicos, los datos pueden
observarseenlatablaN21y2.
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Tabla 1: En la parte superior de la tabla
se observan los valores de la Hb A2 agrupadas por
rango: <2.00 valor debajo del normal, sospecha de
probable portador de o talasemia //de 2,00-3,5
VN // de 3,60 — 6,90 valor elevado, sospecha de
portador de 3 talasemia // > 7,00 probable dato
erréneo, se sugiere repetir. El parte inferior de la
tabla estan los valores HbF: < de 2,00 VN // de 2,10
a 4,5 valor elevado, probable portador de
talasemia // de 4,60 a 10,00, valor muy elevado
probable portador de B talasemia // de 11,00 —
19,00 y > de 19,00 probable portador de
Persistencia, de Hb Fetal en el Adulto.
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puede sospecharse la presencia de alguna
Hb inestable, no siempre detectable por
electroforesis.

.

de0,2-1,0 [ 1267 | 202

de20-49 el | 28
 de5.0-10.0 | 42 | o7
Mayor de 10 W | 04

e

Tabla 2: Hb anémalas encontradas: 9 hetero-
cigotas para probables Hb A + Hb S // 3 hetoro-
cigotas para probables Hb A+ Hb C// 21 pacientes
probables portadores de Hb Lepore y 6 probables
heterocigotas paraHb H; Hb le Hb K.

Se encontraron_también Hb andmalag;

S HbAIS

IHbAIC

21 Hb A | Lepora

6 Hb Al con Hb de movilidad répida : H, |, K7

En Noviembre de 2009 presentamos
en el marco de XIX Congreso de la SAH,
realizado en Mar del Plata los datos
correspondientes a un periodo de un afio
sobre un N de 6.268 muestras procesadas,
en las tablas N2 3, 4, 5y 6 se presentan los
datos correspondientes y en la tabla N2 7 se
encuentran los valores obtenidos con ambos
métodos (para comparar) que demuestran
una mayor sensibilidad de la EC para el
estudio de las hemoglobinopatias.
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Tabla 3: Sobre untotal de 6.268 casos estudiados
por electroforesis capilar, en 5.107 (81,5 %), no se
observan Hb andmalas; en 52 (0,8%) se
encuentran heterozigotas para Hb andémalas; en
912 (14,6%) se observa Hb A2 elevada; en 94
(1,5%) se observa HbF aumentaday en 103 (1,6%)
seobservaHb A2y Hb F elevadas.

Estudios de Hb por EC: 2008 - 2009
Resultados obtenidos sobre un N=6.268
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El cambio de método, de trabajar
con soporte de agarosa a la electroforesis
capilar, nos permitié verificar una mayor
precisiéon en la separacion delaHb AdelaHb
F y en comprobar que por capilaridad se
detectan la presencia de pequefios picos, en
algunos casos corresponden a sintesis de
algunas cadenas de la globina; en ocasiones
y de acuerdo a los signos y sintomas clinicos

Hb W= | (%]

 Sinpicos andmales | 5107 81,5
. Hb andmalas 52 0.8
Hb A2 elevada [ sz | 146
Hb Fetal elevada | 94 | 15
HbAZ v HbF elevadas 103 1,6
Total [ 8268 | 100
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Tabla 4: Se observa los datos de los distintos
rangos ylos porcentajes correspondientesde los
probables portadores talasémicos estudiados por
electroforesis capilar.

Rangos Hb Fetal | N= | (%)
| Menora 0.2 | 4T | Ted

Tabla 5: Datos de los valores de Hb A2 estudiados
por electroforesis capilar, rangos y porcentajes
compatibles con probables portadores
talasémicos.

| RangosHbA2 | N= | (%)
[ Mencr de 2 LT 5.5
[Entre2-3,5 [ 4308 | 783
| Mayores de 3,5 | 15 | 162
[ Total | &I88 | 100

S

Tabla 6: Hb anémalas encontradas.- Tomando
como 100% el n2 total los porcentajes obtenidos
en este caso son 60,1 % para heterocigota Hb A +
Hb S; 15,4 % para probable portador de Hb A mas
Hb Lepore; 7,7 % para probable heterozigota de
HbA+HbCyun 15,4 % para otras Hbpatias.

_ HbAnémalas | N= | (%)

HbA+HBS | 32 615

“Hb A + Hb Lepore ] 154

" Hb A+ HbC 1 4 T

_Otras Hb .8 | 154
Total sz | 100
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Tabla 7: Datos comparativos de ambos estudios,
los realizados sobre soporte de agarosa con los de
la electroforesis capilar.

2006 / 0T = 3,861 en gel de AgEoss
Hbd, 1387 % =552  HoF 184 % n= 81

2008 (08 0= 6 268 elacirafaresis caglar
Hbt:  162% o= 1.015 HbF 3,3 % n=203

En las tablas se pueden observar los
datos obtenidos en dos periodos distintos
(2006 - 2007 y 2008 - 2009) empleando dos
métodos diferentes, el primero con soporte
de agarosa y el segundo por electroforesis
capilar. En la tabla N2 7 estan las cifras
comparativas de los dos trabajos.

Desde 2006 hasta la fecha se sigue
trabajando con EC. Cada semestre evalua-
mos los resultados y analizandolos, conside-
ramos que éste trabajo descriptivo puede
ayudar a aquellos profesionales no
especialistas a una mejor interpretacion de
los mismos.



Haciendo un resumen de todos los
datos obtenidos en el periodo que va de
Mayo de 2006 a Abril de 2015, sobre un total
de 37.608 muestras procesadas los datos
mas relevantes serian:
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Conclusiones

El ejercicio de la bioquimica y el
sistema de salud en nuestro pais tiene
caracteristicas distintas al del resto de los
paises latinoamericanos. Aqui el paciente es
“cautivo” de una obra social o de una
medicina pre-paga, razén por la cual debe
elegir entre los prestadores que “le corres-
ponden”. No es asi si la atencion se realiza en
los hospitales publicos. Este tépico no lo
discutiremos porque no es el objetivo el
trabajo. Si queremos sefialar que es la razén
porque las solicitudes de electroforesis de
Hb llegan al laboratorio bioquimico clinico
general y luego recién es derivado al médico
especialista, o no, segun los casos, y si no
forma parte de un centro o instituto, vuelve a
requerir los servicios del bioquimico para
completar los estudios.

Sintetizando todo lo expuesto
queremos sefalar lo siguiente:

1) En nueve afios estudiamos 37.608
muestras.

2) 16.242 no presentaron alteraciones (43,2
%), podriamos considerarlas normales.

3) En 423 encontramos formas
heterocigotas de Hb anémalas (1,1 %), la
mayoria se corresponden con las Hb A+Hb S;
Hb A+Hb Lepore; Hb A+Hb C ; que son mas
habituales hallarlas en nuestro pais y varias
Hb de movilidad rapida como lasHb H, J.Ny K
gue muy pocas veces se observan.

El porcentaje observado no es
elevado, sin embargo amerita que éstos
pacientes sean estudiados con sus grupos
familiares, averiguar a las etnias que
pertenecen. Observar en la figura N22, la
distribucidon geogréfica de las hemoglo-
binopatias y asociarlas a las migraciones
hacia nuestro pais.

4) 7.866 agrupadas como probables porta-
dores de [ - talasemias (20,9%); donde los
valores Hb A2 y/o Hb F estén elevadas por
encima de los valores de referenciay muchas
muestras que presentaban elevaciéon de Hb
A2yHbF.

Las B3 - talasemias son las mas conocidas
y estudiadas. Tener un 20,9% en éste trabajo,
aun a pesar del sesgo del mismo es una cifra
elevada. Si observan la figura N1 del
informe de la OMS de 2008, en nuestro pais,
la cifra es muy baja. En estudios realizado en

1963 por la Dra. R. Osatinsky en el Servicio de
Hematologia del Hospital Ramos Mejia en
conjunto con el Hospital de Nifios Dr. R.
Gutiérrez, con un grupo poblacional de nifios
en edad escolar, se obtuvo como resultado
que un 4 % eran portadores talasémicos, la
mayoria asintomaticos.

En el primer trabajo realizado en nuestro
laboratorio (2006-2007) se obtuvo un 14%
de probables portadores talasémicos. Es
decir que en la actualidad ese porcentaje
estaria en aumento y las autoridades de la
salud deberian estudiar los costos —
beneficios y realizar estudios poblacionales
para mejorar la atencion de ésta enfer-
medad.

5) 13.077 agrupadas como probables o -
talasemias (34,8%); aquellas que
presentaban Hb A2 disminuida (VR: 2,00),
considerando las que tenian menos de 1,6%.
Esta expresarian una disminucién de la
sintesis de las cadenas o de la globina y
ameritarian un estudio molecular.

A todos éstos pacientes deberian
estudiarse con sus respectivos grupos
familiares, realizarles las contrapruebas que
estan descriptas tanto para talasémicos
como para aquellos portadores de Hb
estructurales, finalizando con los estudios
moleculares para certificar la alteracion o
mutacion que pueda haber ocurrido.

Segun la OMS, las a-talasemias son
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las mas comunes y mas distribuidas entre la
poblacion mundial. Como generalmente son
asintomaticas y no presentan las altera-
ciones comunes a las B-talasemias, pasan
desapercibidas, hasta que se asocian a
pacientes con alteraciones de la sintesis de
las cadenas de las globinas y/o se
manifiestan con sintomatologias leves y
recién son estudiadas. Obtener un 34,8 % de
probables portadores de a-talasemia, cifra
muy elevada a pesar del sesgo del trabajo, es
un indice a tener en cuenta para avanzar en
elestudio de los portadores.

En nuestro laboratorio en el Dpto. de
Gendmica y Biologia Molecular que dirige la
Dra. Maria Silvia Pérez se realizan los
estudios arriba mencionados.

Una ultima sugerencia, la impor-
tancia de saber la edad del paciente sobre
todo cuando solicitan estudios a bebes
menores de 6 meses. Normalmente la Hb F
disminuye su sintesis a partir del nacimiento
y llega a los valores de referencia después de
dicha edad. Salvo que por indicaciéon médica
sea necesario. Insistir en conocer el origen
étnico para facilitar la identificacion en la
movilidad del pico anémalo en la
electroforesis; los porcentajes de los picos
con una misma movilidad ayudan a
discriminar la hemoglobinopatia. La relacion
médico-bioquimico es muy importante, asi
como la formacién de un equipo
multidisciplinario.
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