Catlab Informa

Butlleti N°87 — Mes Enero 2018
INFORMES GRAFICOS DE ESTUDIOS DE HEMOGLOBINOPATIAS

Desde este mes de Enero podréis ver que en los estudios de hemoglobinopatias
(hemoglobinas A2 y F, electroforesis), ademas de proporcionar el porcentaje de
hemoglobina variante como resultado numérico, adjuntaremos un informe gréfico, con
los cromatogramas obtenidos por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiencia) en los
analizadores D-100 y D-10, y la imagen escaneada de la placa de electroforesis alcalina
si se ha efectuado esta técnica.

El objetivo es proporcionar mayor detalle al resultado, ya que en muchos casos este es
mas bien “cualitativo” que cuantitativo, y facilitar una interpretacion de resultados, sin
necesidad de buscar en archivos histéricos en papel, cuando nos consultais
telefébnicamente alguna duda.

Os recuerdo la revision de las distintas alteraciones de la Hemoglobina que elaboré mi
compafiero Jorge Medina, hematdlogo de este area del laboratorio, y que podéis
encontrar en la web www.catlab.cat en la seccion “Catlab informa”, boletin n°66 de Enero
de 2016. Adjunto el enlace que podéis copiar en la barra del navegador:
http://www.catlab.cat/uploads/20160122/Cl 66 Hemoglobinopatias.pdf

Algunos conceptos:

- HPLC, cromatografia liquida de alta eficiencia. Método de separacion de proteinas,
hemoglobinas en este caso, que se basa en la hemdlisis de la muestra, separacién de
sus distintos componentes en una columna de resinas de intercambio iénico, y elucién
(liberacion) de estas fracciones mediante agentes eluyentes inyectados a presiones
determinadas.

- Cromatograma: gréfico obtenido tras la cuantificacion de estos componentes. El valor
obtenido es proporcional al area bajo la curva de cada fraccion de hemoglobinas.

- Tiempo de retencion: es el tiempo en segundos en el que una determinada fraccién de
hemoglobinas eluye (se libera) y puede ser cuantificada.

- Pico: cada una de las fracciones obtenidas por HPLC.

- Electroforesis alcalina: método de separacion de proteinas que se basa en la diferente
movilidad de las distintas fracciones de hemoglobinas (hemolizado de la muestra
original) sometidas a un gradiente eléctrico en un medio con pH alcalino.

- Banda: cada una de las fracciones identificadas por electroforesis.

- D-100: analizador D-100 de Bio Rad diagnostics. Disefiado para el analisis de
hemoglobina glicosilada. Tiempo de elucion (procesado) de una muestra: 45 segundos.
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
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de hemoglobina variante completamos estudio por el otro analizador HPLC (D-10) y por
electroforesis. Efectla analiticas de rutina diariamente.

- D-10: analizador D-10 de Bio Rad diagnostics. En nuestro laboratorio esta dedicado al
analisis de HbA2 y Fetal para estudio de talasemias con periodicidad semanal. Tiempo
de elucién (procesado) de una muestra: 6 minutos. 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%.

EJEMPLOS:

Cromatograma D-100 normal

Numero de peticion

4529579905

Patient 1D Gender

DoB Physician ~__~ Comentarios y notas
Rack: 003 Position: 3

mmol/m

Run Date/Time 22-12-2017 162450

Note Denominacion del pico

Peak RT Area Area% Concentration
Ata 577 119004 095 - Area del pico
A1d 1238 47 099

$ P3 1886 651246 521

AD 2412 10617917 84 90

Total Area: 125063

| Status: Released
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V] e < o Tiempos de retencién

//// HbA

Hb

HbA

Esta es la morfologia basica de los cromatogramas obtenidos por el analizador D-100.
Se escanearan permitiendo ver el nUmero de muestra para asegurar la trazabilidad del
resultado.

Numero de muestra: es nuestro laboratorio es el nimero de peticion con un prefijo que
es el cédigo de muestra (45 EDTA) y un sufijo que es un digito de control, calculado por
el sistema informatico. Este numero de muestra corresponde a la peticién
201712222957990 (AAAAMMDD-NCpeticion)
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CROMATOGRAMA D-10 NORMAL

Informe de paciente
Bo-Rac Fecha: 2001272017
o110 Hore: 16:39

N* e serte: SOBTD120910 Versidn de Sotware: 4 30-2
ISenSfcacion de muestes 4529579906

Fache de Inyaccidn 201272017 1939
N* Imyecadn 19
N*Graghi & — Posidon en gragmiy 7 H bAO
005
004
|
003t 3z 31
jii,
002
00 200

1 Numero de peticion

— Tabie de idergfcacion de picos: 452957990

Pico Tretancion Alurs  Aes % Aren

HbF Ma 020 4058 17442 1.1
AMb 027 6308 17202 10
F c40 1941 13984 <08°*
LAIOCHD-1 088 197 14590 09
Ac os2 7818 76847 64
L 152 L L] 74365 4S5
A 178 302291 13965125 84 A

a2 LB 2] 2709 4392 232 H bAz

Aestat 1653126

EWH' *»
F <08"
Me 64

n 32

En ocasiones el analizador no llega a cuantificar el pico de HbF y en estos casos
introducimos de forma manual un valor <0.7
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Beta talasemia minor |encontraremos en el analizador D-10 un aumento de HbA2

(superior al 4%) con HbF normal o ligeramente elevada y sin otros picos variantes.
Valores de 3.5-4% son borderline y se incluye comentario.

Informe de paciente
Bilo-Rad
o-10

identficadsn de muesra:
Facha de inyeccion

N ryecclom 1T

e Gradiile: —

005 |‘

Fecna: 28122017
Horm: 16:28

1ee e merie; ¥DETO1 20810 Versisn de Sotware: 4.30-2

4543907784
29/12/201T 18:26

st A Pico Tretancin Alurs  Ares w Aren
Posidon en gl’-dlll.' 11 Alm uzn 2gx ‘“,a \ =
Alb 027 3180 9816 0a
F oa 2588 15321 11
LAIEHD-1 057 \ose 782 07
Ale o8 4014 39381 58
H bAz 3 153 88932 sovos a7
AQ a7 187139 GE2523 B2
[ 334 3030 43188 -5 ]
/ Aramt 1070356
A Conceriradan:|%
Lﬁ‘ L2 111 |
| Ae |58 |
: 2 58

Tabin de identficaden ds ploos: 4543007354

El analizador D-100 no cuantifica HbA2.

4543907264

Patent 1D

28122017 17.28 56

HbAlC

5.4 % NGSP
mmob/mol

Peak Name RT Area Area% Concentration

(% NGSP)

Ala 583 147976 123

Alb 731 108692 0%

HbA2: incl@ida dentro del pico de HbAo,
no cBantificada

Total Area: 120314

Status Released

DETECCION DE PICOS DE HEMOGLOBINAS VARIANTES:

En ocasiones durante el analisis de la HbAlc para el control de diabetes y en algunos
casos en pacientes a los que se les solicita estudio de hemoglobinopatias, se detectan
picos de hemoglobinas variantes. El protocolo que se sigue en estos casos es

analizarlos por los dos equipos de HPLC disponibles y posteriormente realizar
electroforesis alcalina.

La electroforesis alcalina

la realizamos en placas con capacidad para 7 muestras.

Periodicidad quincenal. Un ejemplo de placa de electroforesis es el siguiente:
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HYDRAGEL 7 HEMOGLOBIN(E) ®
HbA normal Hb rapida
/ no identificada
—
— — : Hb F
—
Hb C

Hb 'S

1 2 3 4 5 6 7

i == 9

Si solo se presenta una banda de Hemoglobina A diremos que no se detectan bandas
andémalas. Si aparece una banda en la region de la HbA y otra en regién de HbC, HbS...
diremos que es una hemoglobina S o C heterozigota. Si, como en la calle 6, solo se
aprecia la banda de HbS diremos que se trata de una HbS homozigota. La hemoglobina
Fetal es la predominante en la etapa prenatal, encontrando porcentajes relevantes hasta
el afio de edad.
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EJEMPLOS:

HbS heterozigota

¢ | Peak Name RT Area Area% Con(c:‘nm
4
Unknown 600 59574 0.55 -
Alb 723 58012 051
N F 850 790498 074 -
‘ TAle 119 108503 069 -
HoATC 1337 2289 - 49
g ° i =) 1863 320047 207
H B AO 2416 5485520 50,62 -
! i S-Window 2000 4461452 ITE)
L
Total Area: 107932
Status  Reloased
9
L P 12 L
GRAFICA D-10 ELECTROFORESIS (7)
0 0%
004

’ - L —— .
HYDRAGEL 7 HEMOGLOBIN(E) ®

003

v
il a Ml 1

| 888806

00 200 400

-—
Tabie G0 Ide@fcaatn de picos 491 4483007
Pro Towtencitn Alrs Ave »Avs
Uninown 018 140 M2 04
e 030 1568 &2 08
1 om 1989 w0 o8
’ 0 " TRt T
LAIGCHD-| 047 101 [ T T
A o 179 1102 4
" 154 M08 M7 24 ! 2 3 ‘4 § s @
~ "o 106881 491822 807 m - @
~ m e e
Uninown 387 AL e 8 ' I
SWndow 41 TEES  IMIM M
Ares btal IS
Concerwraasn |w
r <]
|Me a
2 L]

Presencia de picos de Hb variante por HPLC y banda variante por electroforesis.

En HbS homozigota: ausencia de HbA, solo banda de HbS
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Si se solicita cuantificacion de HbS se informa el resultado del analizador D-10 (méas
preciso). Si HbS < 30% se sospecha asociacion con alfa talasemia. Se recomienda
estudio familiar y consejo genético si procede.

HbD heterozigota

GRAFICA D-100
b k Peak Name RT Area Area% Concentration
kB (% NGSP)
Ala 581 1007.27 073
At 123 904 52 068
¥ 824 102677 068
Ate 1141 189019 126
s‘ WAle 1385 Waies 50
: P 1M siTm 12 -
i ] Urknown 2o 1840 41 \2
i A0 424 1270084 410 T -
| O Window T 2797 62857 16 e =
b ¥ —— _— —
kN Y
e J Totel Area: 151207
v ~— S— Status  Released
e o
GRAFICA D-10 ELECTROFORESIS (2)
051
{
|
|
lz(ﬁi
| - —

j ‘ / HYDRAGEL 7 HEMOGLOBIN(E) ®
| l

.
& b
¢ ‘7:‘!&1‘;“\\/‘)‘ L\:\~ ~ l
(:: > 400 €20 -...“.
— e = e -
-

Todis 00 ieretcecen Se picas 4514701046

oo Tretecon A A %A

Ae o2 o AL o

arp o2 s mn e

. ca2 108 10 <on”

LAIgOD1 080 wn e er

Atec ces L2 0 s re ar

) » 2o e a2 t @ s 4« s 8 7
Uninowe 184 Wi sme 28 sebia ®
LY e 229292 WTATY @A

~a a2 0  eaoe 24 l I
Uninown 399 11ss eaes0r 1

Concerwrecon |w

’ <08
.

Me 187

2 124

Por HPLC y electroforesis puede confundirse con HbS, pero la morfologia del pico
variante en el analizador D-10 es distinta, en el caso de la HbS hay un pequefio pico
previo.

Hemograma sin alteraciones relevantes
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HbC homozigota

GHAFILA D-100

Peak Name RT Area Area’ Concentration
{
Ata ) 86106
Urknown 814 QT
| vs T 85 a8
| Urercwn nn 24940 ‘
A0 M 83609
F) CWindow 303 V7488 11 ‘
e
Total|Area 104258
tatus  Released |
1 £r XAA
Sy, b S -
sl \
GRAFICA D-10 ELECTROFORESIS (1) ‘
0.05y |
| |
| | |
4 |
f \
004¢
$ {
HYDRAGEL 7 HEMOGLOBINE) ®
| B
0034 1
! !
®
* A V) |
] -
} *’ S ——— ’ — \
©0 200 400 6Co -
‘
|
Tedie 0o |3emENCHOO Do picos 4885100700 ‘
Prco Trelncen Atus  Awe  %Ave |
Uninown 0.14 ¢ 02 o0S
Alw 02 e 17 o»
2 3
F o4y 7618 @5 @ S ! ’ J
0 17 L e o3 l m @
” w» 80 s1700 S0 l
Unimown 433 e ase0s 33
C-Window 4 75 AFT482 121TEM 07
Ares wiat 1388777
[“’S}M;‘,J
F 34l |
Pt ‘

Ausencia de picos o bandas de HbA normal. Solo se detectan pico o banda de HbC.

La HbA2 no es valorable en presencia de hemoglobinas C o S, suele estar falsamente
elevada (incluiria fracciones glicadas de las propias hemoglobinas C y S).

Clinicamente presenta un cuadro de moderada hemodlisis. En el frotis se pueden
observar dianocitos y ocasionales cristales de HbC.
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HbC heterozigota:

ORAFILA D-100
= Peak Name RT Area  Area% Concentration
(% NGSP)
Ata 583 44667 087 -
Atd 107 44931 087 -
- F 826 eaer 082 -
Ale 1.0 62025 o B
' MOATC nmn 175203 - a9
¢ K Unancwn 1021 7818 048
i ” 1049 4472 an e
A 418 480% an -
' C Wirdow 088 2007550 »n
/vmm 1877
ELECTROFORESIS (1)
00
004

-

i L l

—
Tetia Se i6erutcacen 6o prone 4818318883
Bce Wowtectn A Awe  Whee
aa o 1y w1
e ' 09 s o
r 14 e i >3} e
AT 068 m sz o8
ate o s ) @ 2 3 « 5 &
= ™ e e 29
AN ~ v sy TG m sebia ®
a 1 A I l
Unimonn 434 s emes 23
PR p—
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—
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Hemograma practicamente normal. En la revision del frotis se observan ocasionales
dianocitos.
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HbE Heterozigota

GRAFICA D-100
| Peak Name RY Area Area% Concentration
3 (% NGSP)
| Ala 583 151861 103
| - o o R
| Alb 606 10317 0
i ) ¥ . TR 21 148
| ‘ Ate wn 1720 1%
i | oA 1202 410008 Y]
" ) War 8IeTA2 | 8M
¢ - — . -
H s Unknown 2141 25068 .70 -
! « ' N nw sonan e
] - R "‘ | E Wesow —?_4\7{';3 n&a_go IR
_}ﬂ.-!‘ \;{ \
W‘W\ JL-N \ Total Area 147742
Wi«
et - — Status: Released
o V;nn] )
GRAFICA D-10 ELECTROFORESIS (7)
005 [
| N
0.04 1
‘ HYORADELZHEMOGLOBNE) ®
003 2 ‘
ish & l
002 - —
- : ‘ _———————
00 200 400 a00 ‘
e - = -
-
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ae 020 ¥ mos 13
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~ 178 169914 202050 S92 [ ] sebia @.
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La banda de HbE por HPLC tiene un tiempo de retencion similar al de la HbA2 y por
electroforesis la banda de HbE corre en la region de la HbC (junto con la A2 y O Arab).

En estado heterocigoto presenta microcitosis y en homozigoto aparece una mayor
microcitosis y cierto grado de anemia.
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Hb Lepore
GRAFICA D-100
{ b Peak Name RT Area  Area% Concentration
3 (% NGSP)
| Urknown 604 Ly 1) ju .
Alb 726 156581 0.96
" ¥ 843 12797.70 768
‘ Wie 1148 1smm 0w -
| e —————————————————
i | | MOATC 1348 062 )
4 P 17 00000 531
¢ | H
i | 2 s A 2494 110040 00 6 53
| | ’ s I Urarown 084 1084771 7— "
i 7
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La hemoglobina Lepore heterozigota se presenta con un hemograma caracteristico de
talasemia (hematies elevados, VCM disminuido, hemoglobina normal o disminuida). Por
HPLC se detecta un pico anémalo en tiempo de retencién de HbA2, en ocasiones HbA2
en torno al 10-20%, y por electroforesis se observa una pequefia banda en la regién de
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la HbS. La morfologia del pico detectado en el analizador D-10 es caracteristica de esta
hemoglobina variante.

Alfa talasemia

Como se desarrollé en el documento “Catlab informa” n°66 anteriormente citado, el
diagnéstico de alfa talasemia parte de un hemograma sugestivo, descartando
ferropenia, y precisa de estudios moleculares. Ni las técnicas de HPLC ni la
electroforesis son Utiles para diagnosticar ni descartar portadores de alfa talasemia.

Hemoglobinas no identificadas:

En ocasiones detectamos picos de hemoglobinas variantes y por técnicas
convencionales no somos capaces de identificarlos. Estas muestras se remiten a centro
de referencia y en ocasiones se precisa de estudios moleculares o secuenciacion de
DNA para su identificacion.

En los casos de hemoglobinas no identificadas adjuntaremos los graficos y en el caso
de que la variante detectada interfiera con el resultado de la HbAlc lo informaremos y
sugeriremos utilizar métodos alternativos (fructosamina, control de glucemias) para el
seguimiento del control de diabetes.

Estudio familiar y consejo genético

Se recomienda estudio familiar de una variante de hemoglobina cuando el presentar
esta variante pueda suponer una alteracion en la salud del paciente: anemia,
hemolisis... o cuando plantee un diagnéstico diferencial con otras patologias, como
talasemia/ferropenia, o cuando pueda interferir con la determinaciéon de HbAlc dando
resultados erroneos.

Se recomienda consejo genético a aquellos portadores de variantes de hemoglobina
gue potencialmente puedan derivar en cuadros severos en su descendencia si el otro
progenitor es a su vez portador de una variante. Fundamentalmente nos referimos a
portadores de beta talasemia, HbS, HbC, Hb O Arab, Hb Lepore, Hb D Punjab...

Como algunas de las variantes descritas pueden presentarse en estado heterocigoto
con un hemograma normal no es suficiente para el estudio de la pareja de un portador,
de beta talasemia por ejemplo, realizar Unicamente un hemograma. Los dobles
heterocigotos beta talasemia/HbS, por ejemplo, pueden presentar un cuadro severo de
anemia drepanocitica.
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En estos casos, para el consejo genético, recomendamos solicitar determinacion de
HbA2 y F ya que las variantes significativas serian detectadas en la revision de los
cromatogramas.

En el caso de estudios familiares de alfa talasemia se ha de solicitar estudio molecular
de alfa talasemia. Por la posibilidad de asociaciones de hemoglobinopatias y por la
informacion que proporciona el cromatograma se realizara previamente, y se informara,
estudio de hemoglobinas por HPLC.

En los casos en los que se haya solicitado electroforesis de hemoglobinas y por HPLC
no se detecten picos anémalos se anulara la electroforesis.

Desde el area de Hematologia esperamos que la informacion que proporcionan estos
graficos os ayude en el diagndstico y seguimiento de los pacientes. Ante cualquier duda
0 necesidad de aclaraciéon no dudéis en contactar con nosotros.

Teresa Villalba

Responsable Hematologia

CATLAB

Tel. 93.748.56.00 - ext. 35038 / 660.67.63.01
tvillalba@catlab.cat

www.catlab.cat

Jorge Medina
Hematologia

CATLAB

Tel. 93.748.56.00 - ext. 5038
imedina@catlab.cat

www.catlab.cat



