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RESUMEN

Se presentan los resultados de la estandarizacion de las técnicas de electroforesis de
hemoglobina (Hb), isoenzimas de la deshidrogenasa lactica (LDH) y proteinuria en el
equipo Hydrasys 2, asi como el estudio de pacientes atendidos en el Instituto de
Hematologia e Inmunologia y en otros centros hospitalarios del pais. Se realiz6 el
diagndstico de 149 portadores de hemoglobinopatias (AS, AC, B talasemia
heterocigética, variante rapida), 60 enfermos (SS, SC, CC), 24 pacientes

con ol Jtalasemia o deficiencia de hierro y se cuantificdé la hemoglobina fetal a 93 casos
con hemoglobinopatia S. Se determinaron los valores normales de actividad e
isoenzimas de LDH en la poblacién mediante el estudio de 50 donantes de sangre. En
los pacientes con anemia drepanocitica se encontré un aumento significativo de la
isoenzima 1 (p= 0,000) y disminucién de isoenzimas 3 (p= 0,002). Se realiz6 el
estudio de proteinas en orina a 8 pacientes con enfermedades hematolégicas que
presentaron microalbuminuria al menos en 2 ocasiones, con concentraciones > 0,04
g/L. En 2 pacientes el resultado fue normal; en 2 se encontraron proteinas de origen
tubular; y en otros 2, proteinas de origen glomerular.

Palabras clave: electroforesis en gel de agarosa, proteinas sanguineas, equipo
HYDRASYS 2.



ABSTRACT

We present the results of the standardization of the techniques of electrophoresis of
hemoglobin (Hb), lactate dehydrogenase isoenzymes (LDH) and proteinuria in
HYDRASYS 2 equipment, and the study of patients treated at the Institute of
Hematology and Immunology and other hospitals in the country. 149
hemoglobinopathies carriers were diagnosed (AS, AC, B thalassemia heterozygous fast
variant), 60 patients (SS, SC, CC), 24 patients with athalassemia or iron deficiency.
Fetal hemoglobin was quantified in 93 cases with hemoglobinopaty S. Normal values of
activity and LDH isoenzymes were determined in the population through the study of
50 blood donors. In patients with sickle cell anemia we found a significant increase in
isoenzyme 1 (p=0.000) and isozyme 3 decreased (p=0.002). We performed the study
of proteins in urine in 8 patients with hematologic malignancies who had
microalbuminuria at least 2 times, with concentrations > 0.04 g / L. In 2 patients the
results were normal, in 2 proteins were tubular origin, and in 2, proteins of glomerular
origin.
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INTRODUCCION

A partir de mediados del siglo pasado se comenzaron a desarrollar técnicas para el
analisis de las proteinas presentes en la sangre y otros fluidos biolégicos. A tal efecto
se han empleado diferentes técnicas y soportes: papel de filtro, almidén de papa,
almidon hidrolizado, agar, acetato de celulosa, poliacrilamida, agarosa, cromatografia
liquida de intercambio catidnico de alta resolucion (HPLC), cromatografia liquida de
proteinas rapida (FPLC), enfoque isoeléctrico (IEF) en poliacrilamida, enfoque
isoeléctrico (EF) capilar, entre otros.*®

Con el descubrimiento en el siglo XX, de la presencia de isoenzimas o alelos de un
ndmero importante de proteinas con implicaciones clinicas en diferentes
enfermedades, se abrié un nuevo campo dentro de las investigaciones de laboratorio,
lo que determind que se desarrollara su estudio mediante técnicas electroforéticas con
fines diagndsticos y pronésticos.3-6.8.10

Debido a la importancia que tiene el andlisis de algunas proteinas sanguineas para el
diagndstico y tratamiento de enfermedades hematoldgicas y la posibilidad de su
estudio en un equipo de electroforesis semi-automatizado HYDRASYS 2 de la Firma
Sebia (Francia), se estandarizaron 3 técnicas para el estudio de enfermedades
hematoldégicas: la electroforesis de hemoglobina (Hb) (Hydragel 15 hemoglobin[E] Ref.
4126); las isoenzimas de la deshidrogenasa lactica (LDH) (Hydragel 15 iso-LDH; Ref.
4130) y la proteinuria (Hydragel 5 proteinuria Ref. 4115).% En este trabajo se



presentan los resultados del estudio electroforético de estas 3 proteinas y su utilidad
en el estudio de diferentes enfermedades.

METODOS

En el equipo Hydrasys 2 se estandarizaron las técnicas de electroforesis de Hb en
medio alcalino, isoenzimas de LDH y proteinuria, en geles de agarosa pre-empacados y
siguiendo la metodologia establecida por los fabricantes de la firma Sebia (Francia).®

Se realiz6 la electroforesis de Hb en medio alcalino a pacientes atendidos en el
Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI) y en otros centros asistenciales del pais,
en el periodo comprendido entre el 1 de septiembre de 2009 y el 31 de mayo de 2010.

Se determinaron los valores normales de la actividad y las isoenzimas de LDH en
nuestra poblaciéon mediante el estudio de 50 donantes de sangre y se estudiaron 63
pacientes con anemia drepanocitica (AD).

Se realizé la electroforesis de proteinas en orina de 24 horas (proteinuria) a 8
pacientes con enfermedades hematoldgicas que presentaron microalbuminuria con
concentraciones > 0,04 g/L al menos en 2 ocasiones durante una semana.

Los resultados de las isoenzimas de LDH en pacientes con AD se compararon con los
valores normales en la poblacién mediante la prueba de la t Student. El nivel de
significacion utilizado fue de p < 0,05.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos con la estandarizacién de las 3 técnicas electroforéticas
fueron satisfactorios.

Se realiz6 la electroforesis de Hb en medio alcalino a 1 446 pacientes: 931 (64,4 %)
atendidos en el IHI; 423 (29,3 %) remitidos de otros hospitales, policlinicos y
consultorios de La Habana y 92 (6,3 %) de otras provincias del pais. Se cuantifico el
porcentaje de Hb A en 93 enfermos con hemoglobinopatias que requirieron de
exanguinotransfusion. A 193 enfermos se les cuantificd la Hb F; de ellos, el 75,2 %
(n=140) mostraron valores elevados. Se determinaron los niveles de Hb A2 en 132
casos; en 20 (15,2 %) estaba aumentada y en 24 (18,2 %) disminuida.

En la figura 1 se muestra el resultado de una electroforesis de Hb. Se observan casos
con el patréon normal (Hb AA) y otros con diferentes hemoglobinopatias estructurales.
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Fig. 1. Resultado de la electroforesis de hemoglobina (Hb) en &l
equipo HYDRASYS 2.

Se diagnosticaron 149 portadores (heterocigéticos) de hemoglobinas anormales
cualitativas; 60 enfermos, 24 pacientes con a talasemia o deficiencia de hierro y 20
con b talasemia heterocigoética (tabla 1).

Tabla 1. Portadores heterocigoticos y pacientes con hemoglobinopatias
diagnosticados en el equipo HIDRASYS 2

Resultado de electroforesis de Hb n %
AS a5 40,8
AC 31 13,3
S5 27 11,6
SC 21 9,0
A + variante rapida 3 1,3
Hb Az T (p™ heterocigdtica) 20 8,6
cC 3 1,3
Ccp* 3 1,3
Sﬂ*“' & SP_,'+ tal [ 2:9
613“' & ﬁfﬁﬁ“' 1 0,4
Hb Az | (2% 6 deficiencia de hierro) | 24 10,3
Total 233 | 100,0

Hb: hemoglobina; tal: talasemia.

Los resultados de la estandarizaciéon de la actividad enzimatica total de LDH e
isoenzimas, asi como el porcentaje de cada una de ellas en nuestra poblacién, se



representa en la tabla 2. No se encontr6 diferencia con los resultados reportados en la
literatura.

Tabla 2. Valores normales de actividad total v de las isoenzimas de LDH {(UI/L v %)
en 50 donantes de sangre determinados en el equipo HYDRASYS 2

LOH AE total AE Iso 1 AE Iso 2 AE [so 3 AE Iso 1 AE Iso §
Media 312,9 67,7 98,8 81,7 36,2 28,5
205 104, 4 34,4 42,6 34,4 19,8 24,4
Rango | 208,6 - 417,3 | 33,3 - 102,1 | 56,2 -141,4  47.3 - 116,1 | 16,4 - 56,0 | 4,1 - 52,9
LOH % lso 1 % Iso 2 % lso 3 %% Iso 4 % Iso 5
Media 21,7 31,7 26,2 11,3 2,0
205 9,0 6,8 5.8 5,8 7.4
Rango 12,7-30,7 | 249- 38,5 | 20,4 - 32,0 55-11,1 1,6 - 16,4

LDH: deshidrogenasa lactica; AE: actividad enzimatica; 150! isoenzimas;
DS: desviacion estandar; UL/L: unidades intemacionales/L.

En la figura 2 se presenta un gel de isoenzimas de LDH donde se observan patrones
normales y patoldgicos. El estudio de pacientes con AD (n=63) mostrdé

aumento significativo de la isoenzima 1 (p=0,000) y disminucién significativa de la
isoenzima 3 (p=0,002) (Fig. 3).
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Fig. 2. Resultado de la electroforesis de isoenzimas de la
deshidrogenasa lactica (LDH) en el equipo HYDRASYS 2.
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Fig. 3. Isoenzimas de la deshidrogenasa lactica (LDH) en
controles y pacientes con anemia drepanocitica.

A 8 pacientes del IHI con diferentes enfermedades hematoldgicas se les realizo el
estudio de proteinuria. En 2 enfermos el resultado fue negativo y el mismo namero de
casos presentaron albuminuria, proteinas de origen tubular y proteinas de origen
glomerular, respectivamente. En la figura 4 se observa el resultado de 4 de los
pacientes evaluados.
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Fig. 4. Resultados de |la proteinuria en el eguipo HYDRASYS 2 en
pacientes atendidos en &l Instituto de Hematologia e Inmunologia,

DISCUSION

La utilizaciéon de este equipo de electroforesis es de gran valor para el diagndstico de
las hemoglobinopatias, no solo porque es uno de los mas utilizados
internacionalmente, sino porque ademas, elimina errores técnicos que influyen en la
interpretaciéon de los resultados que ocurren con cierta frecuencia con el método
tradicionalmente empleado en acetato de celulosa. Por otra parte, permite evaluar
otras proteinas sanguineas y de diferentes fluidos biolégicos.5-6:8.11-17

La estandarizacion de las técnicas se realizd siguiendo la metodologia establecida por
la Firma Sebia. Los resultados obtenidos en cada una de las técnicas evaluadas fueron
similares a los descritos por los fabricantes.®

La electroforesis de Hb a pH alcalino mostré una buena resolucion de las bandas, muy
superior a la que se obtiene con la electroforesis en acetato de celulosa.®° Ello
permitié no solo el diagndéstico de las hemoglobinopatias cualitativas, sino que también
fue posible cuantificar la Hb Az, que es una determinacion indispensable para el
diagnostico de la B-talasemia heterocigdtica o de una posible a-talasemia. Hasta estos
momentos, la Hb Az se realizaba por la técnica de Bernini?® que es extremadamente
laboriosa, donde el tiempo de obtencidén de los resultados es muy prolongado. En la
literatura se refiere que el método electroforético en agarosa no es el 6ptimo para la



cuantificacion de la Hb A2, por lo que se han desarrollado otras técnicas para su
determinacion.®18° Sin embargo, los resultados encontrados en este estudio
demostraron ser de utilidad para el diagnéstico de las hemoglobinopatias cuantitativas.
Para concluir que un paciente tiene una B-talasemia heterocigoética siempre se realizd
el estudio a los padres.

La cuantificacion de la Hb, que tradicionalmente se realiza por la técnica de Betke y
otros,?! permite determinar niveles dentro del rango normal (£ 2,0 %) con resultados
confiables hasta valores < 15,0 %. Para cifras superiores se emplea la técnica de
Jonxis.??

Tanto en la electroforesis en acetato de celulosa como en la de azarosa, no es posible
determinar niveles normales de Hb F. En el gel de agarosa del equipo HYDRASYS 2 se
requiere de concentraciones > 4 %, por lo que es Util para el diagnéstico de enfermos
con persistencia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF), B-talasemia mayor e
intermedia, 3B-talasemia heterocig6tica y homocigética y en un elevado porcentaje de
enfermos con drepanocitosis. Todos los casos a los que se les determiné la Hb F
reunian estas caracteristicas.

La electroforesis de Hb en medio alcalino es muy util también en el estudio de
pacientes con hemoglobinopatias que por diferentes complicaciones requieren de
tratamiento con exanguinotransfusion. El resultado de esta prueba es decisivo para la
conducta terapéutica inmediata, por eso el estudio se indica generalmente con
urgencia. Con esta técnica, el tiempo de demora en informar el resultado es mucho
menor y mas confiable, ya que el equipo tiene un escaner acoplado que permite la
cuantificacion exacta del porcentaje de cada hemoglobina.

Después de estandarizar la técnica de las isoenzimas de LDH, que mostré también una
mejor resoluciéon de las bandas que la empleada anteriormente con geles de
poliacrilamida, se realizé el estudio a 63 pacientes con AD. Algunos investigadores han
encontrado un aumento significativo de las isoenzimas 1 y 2 en los pacientes con esta
enfermedad;1° sin embargo, en nuestra evaluacién solo se observé aumento
significativo de la isoenzima 1 y disminucion significativa de la isoenzima 3.

Esta técnica no solo es util en la evaluacién de pacientes con AD, sino en otras
enfermedades hematolégicas como: distintos tipos de linfoma, anemia hemolitica
autoinmune, purpura trombocitopénica trombdtica y algunos sindromes
mieloproliferativos, entre otras.?3-27

La proteinuria se emplea desde hace afios para la evaluacién de dafio renal y existen
diferentes opciones para su estudio.?®33 Sin embargo, la orina de 24 horas sigue
siendo la prueba por excelencia. La ventaja no es solo la posibilidad de cuantificar la
proteinuria y creatinuria total, sino que permite conocer cuéles proteinas se estan
secretando para poder clasificarlas y orientarse en el posible mecanismo
fisiopatoldgico.30

Los resultados de este estudio mostraron que de los 8 enfermos evaluados, 2
presentaron albuminuria, 2 proteinas de origen tubular, y otros 2 proteinas de origen
glomerular.

Diferentes enfermedades hematoldgicas pueden presentar dafio renal, por lo que esta
prueba puede ser de mucha utilidad para nuestros pacientes.
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