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Butlleti N° 77— Mes gener 2017
Cuantificacion de Hemoglobina S en Catlab

Justificacion de la técnica

Recientemente se ha solicitado la cuantificacion de la Hemoglobina S (HbS) para
seguimiento de pacientes con drepanocitosis transfundidos (en el contexto de
prevencion de fendmenos vasculares cerebrales). Se ha validado la técnica y se ha
introducido en el catdlogo de Catlab.

Introduccion

La hemoglobina S es una variante de cadenas beta de la globina (sustituciéon de acido
glutdmico por valina en la posicion 6). Este cambio altera sus caracteristicas fisico-
quimicas lo que conlleva una polimerizacién de las cadenas de hemoglobina en
situaciones especiales. La hemoglobinopatia S es una patologia hereditaria y
clinicamente puede presentarse en forma heterocigota y homocigota, asi como
combinada con otras mutaciones. Presenta amplia distribucion geografica con
predominio en el Africa subsahariana.

Clinicamente la forma homocigota (denominada anemia de células falciformes o
drepanocitosis) es la mas grave, presentando complicaciones potencialmente fatales
como crisis vasooclusivas, secuestro esplénico, sindrome tordcico agudo e incluso
accidentes cerebrovasculares.

Como tratamiento de estas complicaciones los pacientes precisan transfusiones con
frecuencia, incluso de modo profilactico, para mantener el porcentaje de Hb S bajo, en
torno al 25%, e impedir estos fendmenos de polimerizacion. En un paciente
heterocigoto el porcentaje de HbS oscila entre un 30-45% y en un paciente homocigoto
puede llegar al 95% (Guia de practica clinica sobre enfermedad de células falciformes
pediatricas, de la Sociedad Espanola de Hematologia y Oncologia Pediatricas, SEHOP,
2010).

Por ello es importante cuantificar, en un paciente con HbSS conocida, el porcentaje de
esta hemoglobina andmala con respecto a su hemoglobina total.

Motivos de solicitud:

El objetivo de realizar esta determinacién, por tanto, es:

- Cuantificar el porcentaje de hemoglobina S en un paciente afecto de
drepanocitosis para seguimiento de terapia hipertransfusional.

- Secundariamente también se puede utilizar para detectar o descartar la
presencia de HbS en un paciente sospechoso de portador de HbS

- Para estudio familiar (consejo genético) de gestantes o cuando en una pareja un
progenitor es portador de betatalasemia, se recomienda estudio de
hemoglobinopatia aunque el hemograma sea normal, ya que un portador de
HbS puede no tener alteraciones en el hemograma, y un doble heterocigoto
HbS/betatalasemia puede presentar un cuadro grave.
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Técnicas analiticas
Muestra: sangre total anticoagulada con EDTA.

La Hemoglobina S, en nuestro laboratorio, se puede cuantificar por dos métodos
principales: HPLC y electroforesis. Los analizadores HPLC son un D-100 y un D-10 de
Bio-Rad Laboratories SA. El analizador de electroforesis es el Hydrasis de Sebia.

En los equipos D-100 y D-10 se detecta y cuantifica un pico de HbS en aquellos
pacientes portadores o afectos de Hemoglobinopatia S.

En el analizador D-100 el tiempo de elucién es de 45 segundos, es el equipo que
analiza las HbAlc, se procesan muestras todos los dias. En el analizador D-10 en modo
talasemia el tiempo de elucidn es de 6 minutos, analiza HbA2 y F, y se procesan
muestras una vez por semana.

Ejemplo de graficos obtenidos
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En el analizador D-10, el control de calidad para el nivel alto de HbA2, presenta un pico
de HbS que permite el control de la técnica.

La electroforesis alcalina se realiza en series de 7 muestras, una vez que por HPLC se ha
detectado un pico sospechoso de hemoglobina variante. Para la identificacidon de una
hemoglobina variante se han de emplear al menos 2 técnicas.

El tiempo de procesado y analisis es de 4 horas y se realiza la técnica con periodicidad
quincenal (en general cuando hemos alcanzado el nimero de 7 muestras para
optimizar la técnica)

HYDRAGEL 7 HEMOGLOBINE) @&

/ Hemoglobina A
e
Hemoglobina S /

Electroforesis

Fractions % Ref. % Ref. g/dl

HBA 59,9
HBS 36,8

Hemoglobina C He A2 a3

Para la validacidon del método, se han estudiado:

e Imprecisidon: comprobacién de que los resultados de los controles coinciden con los
valores asignados y no superan la especificacion de calidad establecida.

e Pruebas de Comparacion entre equipos: se ha verificado, mediante repeticiones de
muestras, la intercambiabilidad de los resultados entre los equipos.

Estudio de Imprecision
Se han avaluado los resultados de imprecisiéon de los dos equipos de HPLC, repitiendo 20
veces el control alto y una muestra de paciente.

Control H D-10 D-100

MEDIA 28,08 31,74
DS 0,56 0,43
cv 1,98 1,34
MUESTRA D-10 D-100

MEDIA 63,21 64,85
DS 0,72 0,84
cv 1,14 1,29
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Los valores de imprecisién son muy buenos y cumplen la especificacién de calidad analitica
definida por nuestro laboratorio para la hemoglobina S: CV<2.6% (ACCLC).

Comparacion entre equipos
Se han comparado los resultados de 34 muestras analizadas por los tres equipos. Los

resultados han sido los siguientes (graficos de Bland and Altmann, especificaciones basadas en

error total):
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Como se puede observar en los graficos, practicamente el 95% de los datos se encuentra
dentro de los rangos de aceptaciéon de 2 desviaciones estandar.

Tras el estudio comparativo entre los tres analizadores se detectd que el analizador D-
100 daba unos valores superiores (media de 2,5-3) a los obtenidos por electroforesis y
por el analizador D-10. En el estudio de imprecisién los dos métodos por HPLC
presentaron coeficientes de variacion inferiores al 2%.

Establecimiento de la sistematica de rutina.
Tras el andlisis de los datos de la validacion del método, se decide la siguiente
sistematica:

- Valoracion de resultado:

o Si interesa conocer la cantidad de HbS en un paciente sometido a
régimen de hipertransfusion (resultado esperado en torno al 25%) se
efectuard su andlisis por el analizador D-10 de Bio-Rad.

o Para resultados superiores al 35%, seria valido el resultado por
cualquiera de los analizadores

o Si la determinacion se solicita como despistaje de hemoglobinopatia (S
o C), para detectar estado de portador, el andlisis se puede realizar por
cualquiera de los analizadores. Si el resultado es negativo se finalizara el
estudio, si se detecta un pico de Hb variante se completard el estudio
por electroforesis.

- Introduccion de resultados y validacién:

Los resultados, después de revisar las graficas, los introducird y validarad de
forma manual el facultativo de hematologia. En el comentario técnico o campo
“detalle” se introducird el analizador por el que se ha hecho la determinacién.
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