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INTRODUCCION

La hemoglobina glicada (HbAlc) se utiliza para el diagndstico y el seguimiento
del tratamiento de los pacientes con prediabetes y diabetes mellitus de tipo 1y
de tipo 2. Su medicion en el laboratorio por la cromatografia liquida de alta
eficacia puede verse afectada por la presencia de variantes de hemoglobina.

A continuacion exponemos las mediciones de la HbAlc realizadas en cinco
pacientes no consanguineos procedentes del municipio de Vimianzo, de la
provincia de A Corufa, que acudieron al servicio de laboratorio de analisis
clinicos para descartar diabetes. Estos pacientes fueron seleccionados al
observarse en los cromatogramas obtenidos durante una primera
determinaciéon de la HbAlc picos anémalos (> 10 %) y con un patrén similar en
cada uno de ellos.

CASO CLiNICO

Se utilizaron muestras de sangre total recogidas en tubos con EDTA procesadas
mediante el HPLC DC-100™ Biorad calibrado de acuerdo con la referencia de la
Federacién Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC).
Los resultados se presentaron con la generacidbn de un grafico con los
diferentes picos de hemoglobina (cromatograma) acompanado del informe
correspondiente. El area bajo la curva de la HbAlc se llevd a cabo mediante un



algoritmo de Gauss modificado tomando en cuenta el tiempo de retencion (RT)
y el volumen de elucién en cada una de las muestras.

Los valores de hemoglobina, de hematocrito, de glucemia en ayunas y los
valores de la HbAlc de los individuos estudiados se muestran en la tabla I. En
cada caso se obtuvo un grafico en e que se identificaban las fracciones de
hemoglobina HbAla, Hblb, Hblc, la HbF y la HbAO, ademas de la presencia de
dos picos anédmalos (> 10 %): un pico antes de la eluciéon de la HbAlc y otro
pico antes de la elucién de la HbAO (Fig. 1A), lo que nos hizo sospechar la
presencia de una variante de hemoglobina en estos individuos al compararlo
con un cromatograma de un paciente sin estas variantes (Fig. 1B).

Con la finalidad de investigar la presencia de una posible variante de
hemoglobina, se enviaron las cinco muestras al Servicio de Hematologia del
Hospital San Carlos de Madrid para la comparacién del resultado obtenido por
HPLC con un método alternativo y para el diagnéstico molecular. Como método
alternativo, se comprobd que se observaba un pico andmalo mediante
electroforesis capilar de zona, realizada en el Capillarys Flex (Sebia). La
caracterizacién molecular se realiz6 mediante extraccion gendmica del ADN y
amplificacién selectiva del gen de la cadena B de hemoglobina utilizando el
método automatizado Biorobot® EZ1 (Quiagen GmbH, Hilden, Alemania), la
cuantificacion mediante NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
EE. UU.) y la posterior secuenciacién mediante el método de Sanger utilizando
un secuenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Foster
City, Ca, EE. UU.). El estudio mostrd la mutacion GGC—GAC en el codén 16, que
determina un cambio de glicina por acido aspartico en heterocigosis en todos
los casos. Esta variante se corresponde a la hemoglobina J-Baltimore (beta 16
(A13) Gly> Asp).

DISCUSION

Desde hace varias décadas la mediciéon de la HbAlc se ha usado para el
diagnéstico y el seguimiento del control glucémico a largo plazo en pacientes
con prediabetes y diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2 de acuerdo a las
pautas de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), que recomienda su
inclusién como prueba diagndstica para la diabetes mellitus si sus valores son
= 6,5 % en dos ocasiones (1).

La hemoglobina del adulto esta compuesta por tres fracciones, llamadas



hemoglobina A, hemoglobina A2 y hemoglobina F. La hemoglobina A (HbA) es
la mas abundante de todas. Representa aproximadamente el 97 %. A través de
una reaccion biogquimica conocida como reaccién de Maillard, parte de esta
HbA puede combinarse en forma covalente y no enzimética con residuos de
azUcares, como la glucosa, convirtiéndose en glucohemoglobina o
glicohemoglobina (HbA1l). Dependiendo del azlUcar que incorpore, se obtienen
las diferentes subfracciones, conocidas como hemoglobinas menores o rapidas
(HbAla, HbAlb y HbA1lc) por ser las que primero eluyen en los procesos de
HPLC usados habitualmente para identificarlas. La HbAlc, que es la que
medimos en el laboratorio, representa aproximadamente el 80 % de la HbAl
(2,3).

Los niveles de HbA1lc se han relacionado con el desarrollo y la progresiéon de las
complicaciones crénicas de la diabetes mellitus, por lo que mantener unos
valores bajos es el principal objetivo del tratamiento en pacientes diabéticos
(3).

Los valores de la HbAlc pueden estar alterados en algunas situaciones clinicas
que afecten a la vida media de los eritrocitos (embarazo, hemorragia reciente,
anemia hemolitica, terapia de reemplazo de hierro o tratamiento con vitamina
B12) y en presencia de variantes estructurales de la hemoglobina cuando se
realiza su mediciéon por el método de la HPLC. Se han descrito méas de mil
variantes de hemoglobina, la mayoria con un patréon de herencia recesivo, con
una mutacién puntual en una de las cadenas de la Hb. En la mayoria de los
casos estas hemoglobinas estructurales no se diagnostican y pueden conducir
a falsos valores de HbAlc durante el ensayo, lo que origina errores de
diagndstico y un manejo inadecuado del paciente diabético (3,4).

Una de las variantes de la hemoglobina es la Hb J-Baltimore. Su presencia
puede causar picos andmalos e interferir con los valores de la
glicohemoglobina medida por HPLC (4,5). La Hb J-Baltimore fue descrita por
primera vez en 1963 por Baglioni y Weatherall en una familia afroamericana
(5). Desde entonces, se han reportado varios casos en distintos grupos
raciales, con una baja prevalencia en Europa (0,06 %) en comparaciéon con la
descrita en Africa (33 %). La mayoria de estos casos fueron descubiertos de
manera incidental durante el estudio de otras patologias, como la talasemia (6-
8).

En los casos que presentamos, observamos la presencia de esta variante en



cinco individuos no consanguineos que acudieron a nuestro laboratorio para el
cribado de diabetes mellitus procedentes de la misma zona geografica dentro
la provincia de A Corufa, en el municipio de Vimianzo (en el noroeste de
Espafna). La Hb J-Baltimore es relativamente infrecuente pero no excepcional en
Espafa, donde se han descrito hasta la fecha cinco familias con la forma
heterocigota (8,9). También llama la atencién que los casos de este estudio son
de Vimianzo. La aparicién de esta variante en los habitantes de este municipio
pudiera explicarse por ancestros de origen africano, donde es frecuente, que
emigraron a esta zona de Espana. A pesar de ello, no se han reportado en la
literatura evidencias sobre la presencia de esta hemoglobina en sujetos
procedentes del municipio de Vimianzo o de otras regiones de Galicia. Este
hallazgo pudiera ser la base para futuras investigaciones.

El impacto analitico de esta rara variante es bien conocido en la medicién de la
HbAlc por HPLC (10). Barakat y cols. sugieren que la carga negativa, debida al
cambio por una glicina en la posicién 16 de la cadena B de la hemoglobina, no
permite la adecuada separacion de la Hb J-Baltimore o de su fraccién glicada de
la HbA o HbAlc, respectivamente, mediante HPLC, originando picos anémalos y
valores falsamente disminuidos de la HbAlc (6).

Existen otros métodos analiticos, como la electroforesis capilar o la
turbidimetria, que pueden utilizarse de manera alternativa, ya que no se ven
afectados por estas hemoglobinopatias.

En este estudio hemos notado que la Hb J-Baltimore produce unos picos
andmalos que generan un cromatograma muy caracteristico. Su visualizacién y
su reconocimiento durante la medicién de la HbAlc deben alertar a los técnicos
y a los facultativos de laboratorio de la presencia de esta hemoglobina
estructural para llevar a cabo la realizacién del estudio molecular del paciente
y de sus familiares, dado su componente hereditario. En el caso de que existan
discordancias entre los niveles de HbAlc por HPLC y los valores de glucemia en
pacientes diabéticos ya diagnosticados en los cuales quiera hacerse
seguimiento de su control metabdlico, pueden resultar Utiles otros métodos,
como la electroforesis capilar, la turbidimetria o la medicion de la fructosamina
o de la albumina glicada.

PUNTOS A RECORDAR
- La medicion de la HbAlc por HPLC se utiliza para el diagndstico y el



seguimiento del control glucémico a largo plazo en pacientes con prediabetes y
diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2.

- La presencia de variantes estructurales de Ila hemoglobina puede
evidenciarse durante la mediciéon de la HbAlc por HPLC. Estas variantes de la
hemoglobina pueden detectarse como picos anémalos en los cromatogramas
que sobrepasan el 10 %.

- Ante la sospecha de wuna posible variante de hemoglobina, debe
recomendarse el estudio molecular en pacientes y familiares para su correcta
identificacion y el uso de métodos alternativos para el diagndstico y el
seguimiento de los pacientes con diabetes mellitus si estas hemoglobinas
causan interferencias en la medicidn e interpretacion de la HbAlc.

- El estudio molecular a través de muestras de ADN permite realizar el
genotipaje de las hemoglobinas estructurales, identificando el tipo de

mutacion.
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Tabla 1. Valores obtenidos de los cinco individuos estudiados

Individu Hemoglob HematocriGlucosa enHbAlc (%) HbAlc

oS ina to ayunas (VN por Ila(mmol/mol)
(VN: 13-(VN: 41-(VN:70-110NGSP*:4,0- (VN por Ia
18 gr/dl) |50 %) mg/dl) 6,1) IFCC':20,0-

43,0)

1 16,3 51,3 112 4,8 29

2 11 34,1 94 4,2 22

3 13,8 39,6 116 4,5 26

4 17,2 48,9 123 4,3 23

5 15,5 47 138 ,9 41

*NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program. TIFCC: International

Federation of Clinical Chemistry.
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Figura 1. A. Cromatograma obtenido durante la medicién de la HbAlc por
HPLC D-100™ Biorad, con presencia de picos andmalos durante la medicién de
la HbAlc. Se observa un pico que aparece a los 9,64 segundos antes del pico
de la HbAlc y que corresponde a la fracciéon glicada de una variante de
hemoglobina (HbXc), sefialada con la flecha azul, y un segundo pico que
aparece a los 21,02 segundos antes de la HbAO y que corresponde a la fraccién
no glicada de una variante de hemoglobina (HbX), sefalada con flecha roja.
Este patrén se repitié con las mismas caracteristicas en los cinco individuos
estudiados. B. Cromatograma sin variantes de hemoglobina obtenido durante



la medicién de la HbAlc por HPLC D-100™ Biorad. El area sombreada
corresponde a la fraccién de la HbAlc que aparece a los 14,04 segundos y con
una concentracién de 8,24 %.



