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Deteccion de variantes de hemoglobina en pacientes
examinados por hemoglobina Alc

(Detection of hemoglobin variants in patients tested for
Hemoglobin Alc)

Melissa Solis-Solis

Resumen

Justificacion: 1a genética en las variantes de hemoglobina en Costa Rica es resultado del cruce de
caracteres autéctonos indigenas con poblaciones inmigrantes de europeos, africanos y otros, desde el
periodo de la Conquista, que contribuyeron a la mezcla genética presente en la poblacién de Costa
Rica. Las hemoglobinopatfas mayormente distribuidas en la poblacién humana son: hemoglobina
S, C, Dy E, siendo la hemoglobina S la mds frecuente y la que presenta consecuencias mds graves.

Objetivo: detectar variantes de hemoglobina en pacientes examinados por hemoglobina Alc, en
la seccién de Quimica Clinica del laboratorio de la Clinica de Filadelfia de la Caja Costarricense
de Seguro Social, en el Cantén de Carrillo, Guanacaste, Costa Rica, durante el periodo de enero a
octubre de 2018.

Métodos: se analizaron 2775 muestras sanguineas de pacientes de los nueve equipos bdsicos de
salud que conforman el Area de Salud de Carrillo, y que ademés requieren estudio por hemoglobina
glicosilada en el perfodo de enero a octubre de 2018. El andlisis se realizé en el Laboratorio del Area
de Salud de Carrillo. Las muestras fueron recolectadas en tubos vacutainer con EDTA y analizadas
en el equipo automatizado TOSOH HLC-723GX, utilizando la metodologfa HPLC cromatografia de
intercambio catiénico con la separacién y cuantificacion de las diferentes fracciones de hemoglobina.
Los datos se analizaron en plantilla de Microsoft Excel.

Resultados: en 2775 pacientes examinados por hemoglobina Alc, 167 (6,0 %) fueron portadores
de variantes de hemoglobina, con una frecuencia de 1/17, en donde el 97 % correspondi6 a
heterocigotos para hemoglobina un 3% a heterocigotos para hemoglobina C y ninguno para la
variante D. La presencia de variantes se observé en los 9 equipos bésicos de atencién integral en
salud del 4rea. La distribucién de portadores por equipo bésico de atencién en el Area de Salud de
Carrillo vari6 de un 4,0 % a un 9,3 %.

Conclusiones: un 6 % de las muestras analizadas presenté variantes de hemoglobina, siendo la
hemoglobina S la predominante. Esta caracteristica presente en la poblacién del cantén de Carrillo
merece atencién a nivel de salud ptblica; la metodologfa existente a nivel de drea permite estudiar
a un grupo de poblacién (costo efectivo) en riesgo que precisa vigilancia y asesoramiento genético,
con el fin de concienciar a la poblacién respecto al problema, reducir la incidencia de la enfermedad
y prolongar la supervivencia de los afectados.

Descriptores: anemia, células falciformes, cromatograffa liquida de alta presién, hemoglobinopatfas,
asesoramiento genético, variantes de hemoglobina, Costa Rica.

Abstract

Background: The genetics in hemoglobin variants in Costa Rica are a result of the crossing of
autochthonous indigenous characters with European, African and other immigrant populations. All
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of these contributed to the genetic mixture that is currently present in Costa Rica’s population. The
most distributed hemoglobinopathies in the human population are: hemoglobin S, C, D, and E, with
hemoglobin S being the most frequent and having the most serious consequences.

Objective: detection of hemoglobin variants in patients who were examined for hemoglobin Alc in
the Clinical Chemistry section of the Filadelfia Clinic Laboratory, from January to October 2018. The
clinic is in Canton of Carrillo, Guanacaste (Costa Rica), and it is part of the social security system.

Methods: 2775 blood samples and their respective data were analyzed from patients of the nine
basic health teams that make up the Carrillo Health Area and required a study for glycosylated
hemoglobin from January to October 2018. The analysis was performed in the Carrillo Health
Area Laboratory. The samples were collected in vacutainer tubes containing EDTA and analyzed in
the TOSOH HLC-723GX automated equipment, using the HPLC cation exchange chromatography
methodology with the separation and quantification of the different hemoglobin fractions. The data
was then analyzed in a Microsoft Excel template.

Results: in the 2775 patients examined for hemoglobin Alc, 167 (6.0%) were found to be carriers
of hemoglobin variants, with a frequency of 1/17, where 97% corresponded to heterozygotes for
hemoglobin S, 3% heterozygous for hemoglobin C, and none for variant D. The presence of variants
was observed in the 9 basic teams of integral health care of the area, and the distribution varied from
4% to 9,3% between them.

Conclusions: A total of 6% of the samples analyzed showed a hemoglobin variant, being hemoglobin
S the most predominant. This characteristic present in the population of Canton of Carrillo deserves
attention at the public health level. The existing methodology at the level area allows professionals
to study a population group at risk that deserves surveillance and genetic counseling, in order to
raise awareness about the problem, reduce the incidence of the disease, and prolong the survival of
those affected by it.

Keywords: Sickle cell, chromatography high-pressure liquid, hemoglobinopathies, genetic
counseling, hemoglobin variants, Costa Rica.
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La utilizacién de la determinacién de HbAlc para control
glicémico de los pacientes diabéticos es una prueba que se realiza
diariamente en los laboratorios clinicos; en paralelo al resultado
que se espera de HbAlc, ciertos equipos automatizados como
el TOSOH HLC-723GX, detectan ademds hemoglobina fetal
y algunas variantes de hemoglobina, tales como hemoglobina
S (HbS), hemoglobina C (HbC) y hemoglobina D (HbD).
Cuando estas variantes afectan las células rojas sanguineas
provocan una estructura anormal de las cadenas de la globina
de la hemoglobina y se produce una afectacién llamada
hemoglobinopatfa. Las hemoglobinopatfas mayormente
distribuidas en la poblacién humana son: hemoglobina S, C,
D y E, siendo la HbS la alteracién que presenta consecuencias
clinicas més graves.'

La anemia drepanocitica, anemia de células falciformes
0 sicklemia es una enfermedad sanguinea heredable,
estudiada desde 1910, cuando se descubri6 el primer caso de
drepanocitosis;? posteriormente, se determiné que el fendmeno
obedecfa a una disminucién de oxigeno en el plasma.

En el mundo existen cercade 100-300 millones de habitantes
reconocidos como portadores de HbS;* la sustitucién de édcido

glutdmico por valina en el gen B de la hemoglobina conduce
a un cambio estructural de esta, que provoca una mutacién la
cual, al heredarse, puede generar individuos portadores de HbS
(heterocigotos AS) o una condicién homocigota (SS) que padece
la enfermedad drepanocitica.

La condicién de portador tiene un 50 % de probabilidades
de transferir el gen afectado a la descendencia, o bien, pueden
ocurrir cruces entre portadores que favorecen la aparicién de
homocigotos para el gen S o alguna de las variantes patoldgicas
del gen beta, favoreciendo el padecimiento de la enfermedad
drepanocitica.

La condicién de portador por lo general se considera
asintomadtica; sin embargo, se ha reportado alteraciones a nivel
renal,>* incluso podrfa considerarse como factor de riesgo para
desarrollar nefropatia diabética. Se ha demostrado con evidencias
clinicas y de laboratorio, que tanto el paciente con anemia
drepanocitica como el portador de HbS, presentan neuropatia
autonémica, lo cual co nstituye un riesgo demostrado de
muerte stbita.® Otras alteraciones que se han evidenciado son:
carcinoma de médula renal, hematuria, necrosis papilar renal,
infarto esplénico y muerte subita relacionada con el ejercicio.
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Las crisis drepanociticas en portadores ocurren cuando los
eritrocitos son sometidos a condiciones de hipoxia, acidosis,
deshidratacién, hiperosmolaridad, hipotermia o elevacién del
2,3-DPG.

Otro factor de riesgo es la hematuria, observada en personas
con rasgo falciforme (HbAS) y comtn en los drepanociticos. El
carcinoma de médula renal de muy mal prondstico, es descrito
casi exclusivamente en poblacién con rasgo falciforme y es
mucho menos frecuente en la enfermedad drepanocitica.®*

El mayor ntimero de individuos portadores de hemoglobina
S se encuentra en Africa y en la regién del Mediterréneo,? siendo
hoy la migracién alrededor del mundo, un factor importante
para el cambio genético poblacional.

En Costa Rica, a partir de octubre de 2005, el Programa
Nacional de Tamizaje®> inici6 la deteccién de hemoglobinas
anormales en la poblacién neonatal costarricense, con una
cobertura actual del 97 %, que posibilita favorecer la deteccién
temprana de portadores y enfermos.®

Norteamérica, Suramérica, Cuba y Espafia, al igual que
Costa Rica, han desarrollado programas para el diagnéstico
y prevencién de la drepanocitosis,>>®1% con el objetivo de
identificar y suministrar asesorfa a las parejas que tienen riesgo de
concebir hijos afectados,! y ofrecen en el primer nivel de atencién
un tamizaje de hemoglobinas anormales en gestantes. '°

Costa Rica ha sido influenciada desde el siglo XVI por
poblacién inmigrante de Africa ecuatorial, Jamaica y Cuba,
entre otros, migraciones que modificaron la genética de la
poblacién indigena autdctona, la cual carecia de este tipo de
defectos genéticos.'"'? En el pafs se inicia en 1966 la bisqueda
de hemoglobinas anormales, y se reporta para esa fecha en la
provincia de Guanacaste (Ciudad de Santa Cruz), un 7,5 % de
heterocigotos y un caso homocigoto por HbS.!2

En los afios 80 se inici¢ el andlisis e investigacién de las
hemoglobinopatfas con la creacién del Centro de Investigacién
en Hemoglobinas Anormales y Trastornos Afines (CIHATA), de
la Facultad de Microbiologfa de la Universidad de Costa Rica,
identificindose en 12000 escolares una frecuencia del 4,4 %
para el fenotipo AS y una frecuencia del 0,4 % para el fenotipo
AC en caucésicos, para la raza negra un 10,9 % de HbAS y un

3,7 % para HbAG; posterior a esta fecha se han reportado varias
hemoglobinas autéctonas.!?

Actualmente la influencia de migrantes del Sur, Centro y
Norte de América, Islas del Caribe, al igual que de Europa,
Africa y el Oriente, favorece la mezcla fenotipica de los
habitantes del pafs.!!!3

La variante de HbS en Costa Rica se encuentra distribuida
en todo el territorio y la frecuencia de casos es similar en las
provincias de Guanacaste (18,8 %) y Limén (16,50 %); estos
datos corresponden a un estudio realizado entre octubre
de 2005 y octubre de 2006, en la poblacién neonatal.> Por
otro lado, la frecuencia de la variable de HbC es mayor en
la provincia de Limén (2,4 %) que en Guanacaste (0,70 %)
5, ambas variantes (Hbs y HbC) son muy frecuentes en la
provincia de San José, por ser la capital y la que alberga la
mayor poblacién del pafs, con un 27 % para HbS y un 2,2 %
en HbC.»

Al existir un alto nimero de portadores de genes de
hemoglobinas anormales en Costa Rica y siendo Guanacaste
una de las tres provincias con mayor cantidad de casos, se hace
necesario en esta drea conocer la poblacién y concienciar de las
consecuencias de la transmision de estos genes mutados a los
hijos, asf como de alertar posibles manifestaciones clinicas que
pueden presentar los portadores. Conocer los riesgos a los que
estdn sometidos los pacientes permite al Area de Salud adecuar
la atencién médica para prevenir o minimizar riesgos en las
personas afectadas. ’

En Latinoamérica, incluyendo Costa Rica, el uso de equipos
para andlisis de Hb glicosilada en centros médicos del sistema
nacional ptblico de salud (Caja Costarricense de Seguro Social,
CCSS), con base en el método de deteccién HPLC, ha sido
una herramienta muy util para la detecciéon de variantes de
hemoglobina, entre ellas: Hb S, Hb C y Hb D.!3!14

El objetivo de la presente investigacién fue detectar la
presencia de variantes de hemoglobina en pacientes examinados
rutinariamente por hemoglobina Alc (HbAlc). El programa
de tamizaje neonatal del Hospital de Nifios cuenta con una
estadistica de variantes detectadas en la poblacién neonatal de
Carrillo, mas no existen investigaciones sobre este tema en la
poblacién en general.
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Cuadro 1. Variantes de hemoglobina detectadas y frecuencia
respecto a la poblacién estudiada por HbA1lc, en la seccion de
Quimica Clinica del Servicio de Laboratorio Clinico del Area de
Salud de Carrillo, Guanacaste (CCSS). Enero-octubre, 2018
Variante c:r;tc'i(i?‘fege Frecuencia de % de :;ge;c(::\ert\igg
detectada N: 2775 portadores  portadores de variante
HbS 162 117 5,8 97 %
HbC 5 1/555 0,2 3%
HbD 0 0 0 0
Total 167 1717 6,0 0
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Métodos

Métodos: se analiz6 2775 datos de muestras sanguineas de
pacientes de los nueve equipos bésicos de salud (EBAIS) que
conforman el Area de Salud de Carrillo, y que ademés requirieron
estudio por hemoglobina glicosilada en el periodo de enero a
octubre de 2018. El andlisis se realizé en el laboratorio del Area
de Salud de Carrillo. Las muestras fueron recolectadas en tubos
vacutainer con EDTA vy analizadas en el equipo automatizado
TOSOH HLC-723GX, utilizando la metodologfa cromatograffa
de intercambio catiénico con la separacién y cuantificaciéon de
las diferentes fracciones de hemoglobina: H-VO, H-VI y H-V2,
que corresponden a Hb D, Hb S y Hb C, respectivamente. El
estudio fue observacional, descriptivo y transversal.

No se excluy6 ningin dato, ni por edad ni por sexo; se tomé
un reporte por paciente en caso de pacientes con mds de 1
resultado en el periodo de estudio.

Método de andlisis de 1a muestra: las muestras se procesan
en un sistema automatizado TOSOH HLC-723GX, en busca de
variantes de hemoglobina; el método se basa en la separacién
de las fracciones de hemoglobina por cromatografia de
intercambio catidénico, donde se genera una gradiente de pH
y la carga presente en cada fracciéon favorece la separaciéon y
cuantificacién correspondiente en un tiempo de elucién dado,
caracterfstico para cada una de ellas.

Los datos fueron obtenidos del sistema informdtico Labcore
y provienen de los nueve EBAIS de atencién y de otros centros
de la CCSS que se enumeran en un solo apartado. El valor
relativo de las frecuencias de las variables de hemoglobina se

realizé en Microsoft y se hace una distribucién por localizaciéon
geogréfica.

El laboratorio participa en el programa externo de calidad de
RIQAS, asf como también existe un control interno que permite
asegurar la calidad de los datos obtenidos con el procesamiento
de las muestras sanguineas.

No se aplicé el consentimiento informado a los pacientes,
ya que se trabaj6 con datos obtenidos de la base informdtica del
laboratorio y no directamente con pacientes, por lo que no se
violentd de ninguna forma el derecho de las personas.

Resultados

Se analiz6 los datos de 2775 pacientes con una determinacién
de hemoglobina glicosilada durante el periodo en estudio (enero-
octubre 2018). En aquellos que presentaron mas de una muestra,
solo se tomod en cuenta el primer dato. De un total de 1644
mujeres, 100 (6,0 %) presentaron variantes de hemoglobina, 95
pacientes eran portadoras de HbS y 5 presentaron la variante de
HbC; en el caso de los hombres 67 (5,9 %), de un total de 1131,
presentaron variantes, y en ellos solamente se observo la variante
HbS. Se realizé la prueba de chi? para determinar si existfa
relacién entre la variable género y la presencia de variables de
hemoglobina en las personas analizadas. La relacién entre ambas
no fue estadisticamente significativa, x? (1, N:2775) = 0,03, p=
,86 (nivel de confianza: 95 %), lo cual indica que la deteccién de
variantes de hemoglobina es independiente del género.

La poblacién estudiada por EBAIS fue fluctuante, por esta
razén se calcula la frecuencia relativa de las variantes por EBAIS

Cuadro 2. Distribucion, segun EBAIS, de las variantes de
hemoglobina detectadas en la poblacion estudiada por HbA1lc, en
la seccion de Quimica Clinica del Servicio de Laboratorio Clinico del
Area de Salud de Carrillo, Guanacaste (CCSS). Enero-octubre, 2018

C L, . . Tipos de

BBAIS  GoVariantes | de portadores  Janantes

HbS HbC
Norte 25 5,7 % 25 0
Sur 13 4,7 % 13 0
Belén 1 9 4,0 % 9 0
Belén 2 33 9,3 % 33 0
Sardinal 1 16 5.7 % 13 3
Sardinal 2 17 4,4 % 17 0
Sardinal 3 2 4,4 % 2 0
Paso Tempisque 29 8.3 % 28 1
La costa 17 6.6 % 16 1
Otras areas salud 6 3,6 % 6 0
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(Cuadro 2), notdndose frecuencias desde 1/25 en el EBAIS de
Belén 1 (4,0 %) hasta frecuencias de 1/11 en el EBAIS de Belén
2 (9,3 %), siendo la deteccién de variantes de hemoglobina
HDbS generalizada en todo el cantén de Catrillo. Se observé un
grupo denominado “otras dreas de Salud” y en él se agruparon
pacientes que se realizaron el examen, pero provienian de otros
centros de la CCSS , por parte de los servicios de medicina
mixta o medicina de empresa, sin que se les ubicara en el EBAIS
correspondiente.

Discusion

El continente americano estd influenciado por flujos
migratorios que provocan en ocasiones una modificacién
genética, y Costa Rica no es la excepcién; este factor influye en
la aparicién de nuevas variables de hemoglobina y al aumento
de las ya existentes en la poblacién.

En la seccién de Quimica Clinica del laboratorio clinico
del Area de Salud de Carrillo, se realizan determinaciones de
hemoglobinas glicosiladas, cuyo método permite detectar a la
vez la presencia de variantes de hemoglobina, observdndose
una frecuencia del 6,0 % de variantes de hemoglobina.

Varios trabajos realizados para determinar la presencia
de hemoglobinopatfas, tanto en Costa Rica como en otros
paises, han utilizado como muestra la sangre del talén
de neonatos, con el fin de detectar de forma temprana las
hemoglobinopatfas.®*!>

La metodologia utilizada por el equipo TOSOH HLC-
723GX provee un tamizaje costo efectivo que permite
ademds de realizar el andlisis de la hemoglobina glicosilada,
detectar variantes de Hb S, HbC y HbD, y tamizar una gran
cantidad de poblacién adulta de manera rdpida, sin embargo,
tales variantes deben confirmarse utilizando otro método
diagnéstico.'>!* Esto permite abordar los casos de pacientes
portadores o enfermos, que conforman una poblacién
en riesgo y a quienes se les puede brindar asesoramiento
genético, ya que todo portador es una pareja de riesgo y por
ley mendeliana, tienen un riesgo de un 25 % de tener un hijo
afectado (SS, CC), un 50 % de que sea portador (AS, AC)
y un 25 % de tener un hijo sano (AA). El equipo utilizado
en el estudio no se ve afectado por la presencia de variantes
de hemoglobina al realizar las mediciones de HbAlc (Manual
Tosoh Automated Glycohemoglobin Analyzer HLC-723GX.
TOSOH BIOSCIENCE).!

De las variantes de hemoglobina detectadas por el equipo,
se encontré que el 97 % corresponde a la variante de HbS, con
una frecuencia de aparicién de 1/17 y una frecuencia relativa
del 5,8 %; en mucho menor porcentaje se detecta la variante de
HbC, con una frecuencia de 1/555 y una frecuencia relativa del
0,2 %, concordante con la distribucién predominante de HbS
observada en el pafs. Segtn datos del 2005-2006 del Programa
Nacional de Tamizaje, en Guanacaste se tienen registrados 155
casos de hemoglobinas anormales, 144 de HbS, 5 casos de HbC
y 6 casos de HbD.?

La distribucién de casos observados por EBAIS varia desde
un 4,0 % a un 9,3 %, lo cual merece la atencién a nivel de
salud publica. Detectar a tiempo la presencia de variantes de
hemoglobina permite dar un asesoramiento genético adecuado
y prevenir futuros pacientes con drepanocitosis; brindar una
atencién preventiva y promover la salud integral en la poblacién
es fundamental para mejorar la calidad de vida en las personas.!”

En 2008, la Organizaciéon Mundial de la Salud recalca
la importancia del estudio de las hemoglobinopatfas,
considerdndolas un importante problema sanitario en donde “el
cribado de las hemoglobinopatias debe ser contemplado como
parte de los servicios bésicos de salud”.!® Es por esta razén
que como complemento al tamizaje neonatal de hemoglobinas
anormales realizado en el pafs, se deberfa efectuar un cribado
de la poblacién mediante técnicas costo-efectivas, que permitan
detectar de una manera rdpida a los portadores de variantes.

La limitante de este estudio es el método de deteccién
utilizado, pues la electroforesis de hemoglobina ofrecerfa
informacién mds detallada y confirmatoria, ademds de que no se
estd tamizando una muestra representativa de toda la poblacién
del cantén, sino solamente a las personas que acudieron al
laboratorio porque requerfan un examen de HbAlc.

Lapresenciageneralizadadeportadoresdehemoglobinopatfas
en el cantén de Carrillo, Guanacaste, hace necesarios la
educacién, seguimiento y atencién médica oportuna y
adecuada a los portadores, siendo preciso incluir el tamizaje
para deteccién de portadores de hemoglobinas anormales como
parte de la atencién médica rutinaria, debido al posible riesgo
que conlleva el nacimiento de hijos con drepanocitosis, entre
otras hemoglobinopatfas.” El asesoramiento genético a la familia
y la educacién al paciente sobre este tipo de enfermedades,
son de suma importancia y deben ser fomentados en todos los
centros médicos del pafs. La vigilancia y educacion sanitaria son
pilares que inciden en la salud ptblica y deben brindarse a nivel
comunitario a través del sistema de atencién primaria, con el
fin de concienciar a la poblacién respecto al problema, reducir
la incidencia de la enfermedad y prolongar la supervivencia
de los afectados. (Organizacién Mundial de la Salud, 59°
Asamblea Mundial de la Salud. Anemia falciforme, informe de
la secretaria. 24 de abril 2006.).

Ser informados es un derecho de las personas; por lo tanto,
conviene desarrollar programas educativos cuyo tema sea la
responsabilidad materna y paterna de los pacientes portadores
de hemoglobinopatias, con el fin de crear conciencia y aminorar
el impacto de la enfermedad.! Como investigacién futura se
puede medir el impacto del asesoramiento genético hacia los
portadores de variantes de hemoglobina y enfermos detectados
dentro del Area de Salud.
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