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Deteccion de variantes de hemoglobina en los estudios de
hemoglobina glicosilada en gestantes.

Desde el inicio de la pandemia por CoVid-19, y dentro de las medidas adoptadas para
limitar los contagios, se ha sustituido en algunos casos el test de O’Sullivan por la
determinacion de HbAlc para valorar el estado glucémico de la gestante.
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Fig 1.- Evolucién mensual de los test de Coombs indirecto analizados en nuestro laboratorio y el nimero
de test de O’Sullivan y determinaciones de HbA1c en estas analiticas.

La HbAlc es una molécula de hemoglobina a la que se le ha unido un radical glucosa
en el grupo N-amino terminal de la cadena beta; es una union estable, irreversible.
Depende de los niveles de glucemia y del tiempo durante el que se han mantenido
elevados (hasta llegar al final de la vida del hematie). Refleja los niveles de glucemia en
los ultimos 2-3 meses.

Se han establecido distintos valores de referencia para la poblacién adulta no gestante:

< 5,6 %: normal

5,7 — 6,4%: prediabetes

> 6,5%: diabetes

>7%: mal control de diabetes

Niveles altos de HbAlc estan correlacionados con una mayor tasa de complicaciones
asociadas a diabetes, fundamentalmente afectacion, ocular y vascular periférica.

Durante la gestacion la Hb glicosilada se ha de interpretar con precaucion.
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Los estudios observacionales en diabetes previa y embarazo muestran menos
resultados fetales adversos en asociacion con Alc <6-6,5% (42—-48 mmol / mol) al
principio de la gestacion. Los ensayos clinicos no han evaluado los riesgos y beneficios
de lograr estos objetivos, y los objetivos del tratamiento deben tener en cuenta el riesgo
de hipoglucemia materna al establecer un objetivo individualizado de <6% (42 mmol /
mol) a <7% (53 mmol / mol). Debido a los aumentos fisiol6gicos en el recambio de
glébulos rojos, los niveles de Alc caen durante el embarazo normal. Ademas, como la
Al1C representa una medida integrada de glucosa, es posible que no capture
completamente la hiperglucemia posprandial, que impulsa la macrosomia. Por lo tanto,
aungue la Alc puede ser util, debe usarse como una medida secundaria de control
glucémico en el embarazo, después del autocontrol de la glucosa en sangre.

La diabetes gestacional se define como la diabetes diagnosticada en el segundo o tercer
trimestre de la gestaciobn que no habia tenido un diagnéstico claro de diabetes
perviamente.

Habitualmente se realiza un cribado mediante la prueba de O’Sullivan (test de tolerancia
oral de glucosa) en el primer trimestre si existen antecedentes o sospecha clinica, y en
las semanas 24-28 de gestacion en las pacientes no diagnosticadas previamente. Para
la confirmacion se recomienda un test de sobrecarga oral de glucosa.

Estos test requieren un tiempo prolongado de estancia en el centro sanitario, de
extracciones, y es por ello que, de forma temporal, se han publicado recomendaciones
de manejo de DM gestacional que recomiendan, en el primer trimestre, la determinacion
de HbAlcy de glucosa aleatoria para diagnosticar diabetes previa o identificar gestantes
de alto riesgo, y en el 2° trimestre, alrededor de la semana 28, determinacién de HbAlc,
glucosa aleatoria y glucosa en ayunas.

En un documento de consenso publicado en Endocrinologia, diabetes y nutricién, se
proponen para el diagnodstico de diabetes gestacional un valor de HbA1c = 5.7%,
glucemia basal = 95 mg/dl y de glucemia plasmatica al azar 2165-199 mg/dIl. Si los
valores son HbA1c = 6.5%, glucemia basal 2 126 mg/dl y de glucemia plasmatica al azar
= 200 mg/dI estariamos hablando de diabetes franca.

Existen diversos métodos de medida de la HbAlc, los mas usados son HPLC,
electroforesis capilar y turbidimetria.

En los dos primeros obtenemos una separacion de las distintas fracciones de
hemoglobinas y cuantificacion del pico de HbAlc, y el resultado se expresa en
porcentaje sobre el total de la HbA normal. Por turbidimetria Gnicamente obtenemos el
porcentaje de la HbAlc sin otra informacion sobre las moléculas de hemoglobinas.
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En esta imagen vemos un cromatograma normal, con la descripcion y localizacion de
cada pico.
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Figure 1: Typical Hb chromatogram obtained using D-100™
system.Arrows indicate the main hemoglobin fractions, including
HbA, and HbA, in dark characters.

Fig 2.- Cromatograma normal, con la identificacion de cada pico, y en la tabla adyacente podemos ver los
intervalos de tiempo de retencién asociados a los picos “normales” y a los picos “variantes”

Hemoglobinas variantes

Existen mas de 1500 variantes de hemoglobinas pero no todas tienen significacion
clinica. Las hemoglobinopatias mas relevantes son las talasemias, en las que hay un
deficit de sintesis de cadenas de globinas, y las hemoglobinopatias estructurales, y de
ellas la mas importante es la Hemoglobinopatia S homozigota, drepanocitosis o anemia
de células falciformes.

Para mayor informacién sobre los cuadros clinicos y diagnéstico podéis consultar los
documentos “Catlab Informa” relacionados con hemoglobinopatias

https://www.catlab.cat/uploads/20160122/Cl 66 Hemoglobinopatias.pdf

https://www.catlab.cat/uploads/20170127/Cl 77 Hemoglobina S.pdf

https://www.catlab.cat/uploads/20180321/Cl 87. Informes grnOficos de estudio de
hemoglobinopatias..pdf



https://www.catlab.cat/uploads/20160122/CI_66_Hemoglobinopatias.pdf
https://www.catlab.cat/uploads/20170127/CI_77_Hemoglobina_S.pdf
https://www.catlab.cat/uploads/20180321/CI_87._Informes_grnOficos_de_estudio_de_hemoglobinopatias..pdf
https://www.catlab.cat/uploads/20180321/CI_87._Informes_grnOficos_de_estudio_de_hemoglobinopatias..pdf
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Bioquimica HEMATOLOGIA - Diagnéstic de la malaltia de Von Willebrand P Cercador avangat
La malaltia de Von Willebrand és el transtom hemorragic hereditari més comi (1 cas cada 10000 de proves

hab.)i esta caracteritzat per una adhesi¢ | agregacié plaquetaria defectuoses, amb sangrat
associat a mucoses i després de cirurgia i rauma. El diagnéstic es basa en un historial personal o i] Instruccions de

Microbiologia familiar dhemorragia, i proves de laboratori anémales de Factor Von Willebrand, Factor Vill o ’_ ;ﬁ;'u‘jj;rz”“f"“
ambdds. A Catlab es realitzen les proves basiques de coagulacid, i les proves de primer nivell pel

Hematologia

Immunologia

Cite tr
e diagnostic de la malaltia de Von Willebrand; FVIII, FvW:Ag, FuW-RCo

Genética ( :
as

Biologia Molecular Diagndstic de la malaltia de Von Willebrand
Urgéncies
Qualitat | Gestio Butlleti N°87 - Gener 2018

HEMATOLOGIA - Informes grafics als estudis de Hemoglobinopaties Consulta el cataleg

Des d'aquest mes de gener, es poden veure als estudis dhemoglobinopaties
(hemoglobines A2 i F, electroforesis), a més del percentatge chemoglobina variant i el resultat
numéric, un informe grafic amb els cr per HPLC liquida d'alta

ia), i la imatge de la placa d alcalina si s'ha realitzat aquesta
técnica. L'objectiu és proporcionar un resultat més detallat, i facilitar la seva interpretacic.

Informes grafics als Estudis d'Her ties

Butlleti N°77 - Gener 2017
HEMATOLOGIA - Quantificacié d'Hemoglobina S a Catlab
L'hemoglobina S és una variant de cadenes beta de la globina; és una patologia hereditaria i

i pot p en forma i aixi com combinada amb altres
mutacions. La forma homocigota és la més greu, | com a tractament, els pacients precisen
transfussions freqiients. A Catlab, 'Hemoglobina S, es pot quantificar per dos métodes principals
HPLC i electroforesi

Quantificacit d* Hemoglobina S a Catiab

Fig 3.- En la web www.catlab.cat podéis encontrar todos los documentos informativos elaborados por las
distintas secciones.

Los cuadros clinicos severos son la Betatalasemia Major, una hemoglobina S
homozigota o un cuadro drepanocitico, y una enfermedad de hemoglobina H o un
hydrops fetalis por Hb Bart’s. Para hacer un diagnéstico antenatal supone detectar
madres con hemoglobinopatias o portadoras de hemoglobinopatias y en los casos de
riesgo hacer un estudio del padre bioldgico.

Situciones maternas en las que se requiere analizar al padre biologico

- Hemoglobinopatias maternas
o HbSS
Hb SC
Hb SDpunjab
Hb SE
Hb SOA™ P
Hb S/Lepore y Hb Lepore/p talasemia
Hb S/B talasemia
Hb S/5p talasemia
Enfermedad de HbH (--/-a)
B talasemia major/intermedia
Hb E/B talasemia

O O O O O 0O 0O O O O
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- Madre portadora de hemoglobinopatia
o Hb S (HbAS)

Hb C (HbAC)

Hb Dpunjab (HbADpunjab)

Hb E (HbAE)

Hb OArab (HbAoArab)

Hb Lepore

B talasemia

dp talasemia

ol talasemia (--/oat)

Persistencia hereditaria de Hb fetal (PHHF)

o 0O O O O O O O O

- Cualquier compuesto heterozigoto de dos o mas de las alteraciones
anteriores

- Cualquier estado homozigoto de cualquiera de las anteriores alteraciones

Un vez sabemos qué hemos de detectar o descartar hemos de ver que técnicas
podemos emplear.

1.- Hemograma:

Las talasemias tienen un hemograma caracteristico, con aumento de hematies,
hemoglobina generalmente baja (puede ser normal en algunos casos), VCM bajo,
generalmente inferior a 80 fL, en ocasiones muy inferior, y HCM bajo, inferior a 27. La
HbE y HbLepore heterozigotas tambien tienen un hemograma “talasémico”.

Las hemoglobinopatias estructurales (HbS, HbC, HbOArab, HbDPunjab) heterozigotas
pueden presentar un hemograma completamente normal.

2.- Técnicas de analisis de proteinas
Los més usados son HPLC, electroforesis capilar y turbidimetria.

En nuestro centro analizamos la HbAlc por HPLC, cromatografia liquida de alta
eficiencia. Es un método de separacion de proteinas, hemoglobinas en este caso, que
se basa en la hemdlisis de la muestra, separacion de sus distintos componentes en una
columna de resinas de intercambio iénico, y elucidon (liberacion) de estas fracciones
mediante agentes eluyentes inyectados a presiones determinadas.

El cromatograma es el grafico obtenido tras la cuantificacion de estos componentes. El
valor obtenido es proporcional al area bajo la curva de cada fraccion de hemoglobinas.

Utilizamos el analizador D-100 de Bio Rad diagnostics. Disefiado para el analisis de
hemoglobina glicosilada. Tiempo de elucién (procesado) de una muestra: 45 segundos.
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Es capaz de detectar hemoglobinas C, S, Fetal, D, E. En ocasiones la hemoglobina
variante la detectamos por la presencia de picos “desconocidos” o por un pico P3
superior al 10%. Si en el analisis de HALc se detecta la presencia de un pico sospechoso
de hemoglobina variante completamos estudio por el otro analizador HPLC (D-10) y por
electroforesis.

Cada pico de hemoglobina se definira por su tiempo de retencion, que es el tiempo en
segundos en el que se libera. Repetimos el cromatograma normal que hemos mostrado
antes:
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Figure1: Typical Hb chromatogram obtained using D-100™
system.Arrows indicate the main hemoglobin fractions, including
HbA, and HbA, in dark characters.

Fig 2 (bis).- Cromatograma normal, con la identificacion de cada pico, y en la tabla adyacente podemos ver
los intervalos de tiempo de retencion asociados a los picos “normales” y a los picos “variantes”

En el caso de variantes de hemoglobinas estructurales detectaremos la presencia de
picos an6malos, aqui vemos algunos ejemplos:

@ e L Peak Name RT Area  Area% Concentration

q (% NGSP)
Ala 560 149542 0.94
Alb 706 86299 0.54
o F 821 146887 092
LATc 1091 186238 118 =
g HbATc 1307 410581 = 56
% o P3 1860 509259 3.19
é 8 A0 2390 8260606 5173
= S S-Window 2864 6217905  38.94 -
Total Area: 159693

Status: keleased

2000
Time (sec)

Fig 4.- HbS heterozigota
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b Peak Name RT Area  Area% Concentration
ﬁ (% NGSP)
| Ala 5.59 1730.04 1.02 -
A1b 7.06 1776.55 1.05
= F 812 193904 114 =
LA1c 10.89 3386.07 1.99
§ HbA1c 13.11 8539.58 - 77
g 104 P3 1861  10198.19 6.00 -
g A0 23.76  111331.46 65.50
2 E-Window 2557  31071.66 18.28 - -

Total Area: . 169973

Status: Released
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Time (sec)

Fig 5.- HbE heterozigota

L Peak Name RT Area Area% Concentration
Bl (% NGSP)
d
Ala 586  4619.88 2.58
Alb 709 145242 0.81 -
& F 830 1425253 7.95 =
LA1e 1086  3208.28 1.79
g HbA1c 13.09  8534.19 72
)
0 P3 1868  8680.86 4.84 -
§ gll = AD 2381 120360.52 67.12
3
R i Unknown 2695 1822472 10.16 - _
5 [ «
n Total Area: 179333

Status: Released

0% 1000 2000
Time (sec)

Fig 6.- Pico desconocido, HbF elevada, identificado tras electroforesis como HbLepore heterozigota

Paak Narme RT Area Area% Concentration

(% NGSP)
Ala 578 T05.68 0.58
Alb 722 67541 054
B34 62585 0.50 -_—
Alc 1050 128445 1.00 T =
5 HbATc 12835 2683.20 - 47
g P3 1854 3408 52 271 —
g AD 2584 53845 34 5082 —

C-Window 025 S0 473 <=

Total Area: 125821

Status: Held

Fig 7.- Hemoglobina C heterozigota

La HbA2, tipicamente aumentada en la betatalasemia, no se cuantifica en este
analizador, por lo que en los casos en los que sospechemos una talasemia se
procesaran esas muestras en el analizador dedicado a ello (D-10 o Variant II).
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L1 Peak Name RT Area Area% Concentration
b (% NGSP)
Ata 583 147976 123
{ Alb 731 108692 0.90
t : F 843 210652 175
{ LAfc 1108 1419.82 118
g “ HoA1C 1317 4919.75 = 54
s | ’ &=
£ ' | P3 18.80  5616.63 467
§ | \ Unknown 22.50 709.88 0.59
: o8 | i A0 2417 10297508 8550 =
g g j il
Total Area: 120314
Status: Released

Fig 8.- Pico correspondiente a HbA2, no identificado ni informado en el analizador D-100

En este segundo analizador el tiempo de procesado es mucho mayor (6 minutos versus
45 segundos) y obtenemos una mayor definicién de los picos variantes.

Tabia de Identificacion de picos: 45628579905

Pico T® retencion Alturs Aren % Aren
Ala 020 4088 17442 11
Alb 027 5306 17282 10

F 040 1841 13984 <08*
LA10/CHD-1 066 1978 14580 08
Alc 082 7818 76847 64
P3 152 8813 74365 45
A0 178 302291 1395125 844
A2 333 2708 43492 32

Aeatotal 1653126

Concentracién:| %
F <08~
Mc 64
»n 32

Fig 9.- Cromatograma del analizador D-10, donde cuantifica la HbA2. También se detecta la presencia de
picos variantes D, C, E, O Arab, Lepore.....

En el analizador D-10 si la HbA2 es superior al 4% y no se detectan otros picos variantes,
con hemograma compatible, se informa como “Compatible con betatalasemia minor”.
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En estos métodos de andlisis de hemoglobinas los hallazgos se han de comprobar con
un método alternativo:

Método inicial Método alternativo propuesto

HPLC Electroforesis alcalina

Electroforesis acida

Isoelectroenfoque

EC

Espectrometria de masas

Técnicas moleculares

Electroforesis Electroforesis alcalina
Capilar (EC)

Electroforesis acida

Isoelectroenfoque

HPLC

Espectrometria de masas

Técnicas moleculares

Sistematica de diagndéstico empleada en Catlab, especificamente en gestantes:

1.- Hemograma sugestivo de talasemia (microcitosis, eritrocitos elevados)
- Afladimos determinacion de ferritina

- Afladimos estudio de HbA2 y F por HPLC: Si estan elevadas HbA2 y/o HbF y no hay otros
picos variantes emitimos un informe de presuncioén de betatalasemia minor o beta-delta
talasemia

- Si HbA2 y F normales, microcitosis mantenida y se descarta ferropenia es sospechoso de
portador de alfatalasemia. Como en la alfatalasemia hay 4 genes implicados y una amplia
variedad clinica solamente afiadimos estudio molecular cuando hay microcitosis importante no
aclarada.

2.- Deteccion de picos variantes por HPLC, al analizar la HbA1c o en el estudio de talasemia:

- Por HPLC detectamos HbS, HbC, HbE, HbLepore, Hb Fetal elevada, HbDP ", HpQ A
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- Si detectamos cualquiera de estos picos afiadimos electroforesis alcalina para confirmar
resultado.

- En ocasiones se sospecha de presencia de mutaciones alfa concomitantes y se afiade
estudio molecular de alfatalasemia.

Si se detecta cualquiera de las hemoglobinas variantes del listado anterior deberia hacerse un
estudio al padre biol6gico. Un hemograma normal no descarta que el padre no sea portador
de una HbS, HbC...por lo que se tendria que solicitar también HbA2 y F.

El problema de este estudio secuencial es que hay un intervalo de tiempo entre las distintas
técnicas y se retrasa la emision del informe. El andlisis de HbA2 y F se hace semanalmente, y
la electroforesis quincenalmente.

Propuesta desde Catlab:

- Aumentar la frecuencia de analisis de HbA2 y F a 2 veces/semana.

- Si se detecta que la madre es portadora de betatalasemia o de una hemoglobina
estructural se comunicara telefonicamente al médico responsable y se emitira
informe parcial. Solo se podra hacer si en la solicitud de analitica consta como
gestante o hay determinaciones que indiquen que la paciente es gestante.

- El médico solicitante ha de enviar estudio del padre bioldgico, solicitando
hemograma y HbA2 y F, y en diagndstico ha de constar “pareja de gestante
portadora de hemoglobinopatia”.
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