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DETECCION DE HEMOGLOBINOPATIAS EN EL TAMIZAJE NEONATAL

Dr. Octavio Martinez Villegas?, Dra. Irina Yunnuen Mercado Paredes
2 Investigador en Ciencias Médicas adscrito del servicio Hematologia perinatal, ® Residente
de 2do afio de Neonatologia

Resumen:

Introduccién. En el 2006 la Organizaciéon Mundial de la Salud, recomendo a los Estado integrantes,
la evaluacién de los programas de tamizaje del estado de portador de la enfermedad de células
falciformes (HbS) y los sindromes talasémicos. Una estrategia exitosa ha sido el tamiz neonatal que
incluye diversas condiciones susceptibles de modificarse con esta intervencién. A pesar de la
recomendacion de la OMS, en nuestro pais no existen reportes sobre el tamizaje de hemoglobinas
anormales en poblacion abierta, ni al nacimiento ni durante otra etapa de la vida. Este hecho ha
dificultado establecer su impacto relativo al compararse con otras enfermedades detectadas en el
tamiz neonatal.

Objetivo: Evaluar la estrategia de diagndstico temprano de las hemoglobinopatias a través del
tamizaje en neonatos de bajo riesgo perinatal..

Material y Métodos: Mediante un muestro consecutivo, se incluiran recién nacidos de mediano y
bajo riesgo perinatal, de 34.1 a 41.6 semanas de gestacion. A partir de muestras de sangre total, se
efectuara el tamizaje mediante electroforesis capilar, para la identificacion y cuantificacion de las
variantes de la hemoglobina (HbA, HbA2, HbF, HbS, HbD, HbC y HbE). Los casos reactivos se
confirmaran mediante la secuenciacién o amplificacién de regiones especificas del gen de la Globina.
Resultados. En el periodo de estudio 411 muestras cumplieron los criterios de inclusion. Ninguna
muestra mostrd corrimiento electroforético para HbS, HbD y HbE. Del total de las muestras 68
presentaron HbA2 en un rango de 0.1 — 1.5%, HbC en 63 pacientes con un rango de 0.1 — 1%, los
rangos de Hb presentes en ambos casos se consideraron normales; tres pacientes tuvieron Hb Bart,
sin embargo todos con una cifra <1%, considerandose no significativa para sospecha para
enfermedad de la Hb H.

Conclusiones. La electroforesis capilar en sangre de cordén umbilical es un método confiable para

la deteccion de variantes de hemoglobina.

Palabras clave: Neonatal screening. Thalassemia. Abnormal hemoglobins.



Antecedentes

La anemia es un problema de salud publica que afecta a paises desarrollados y subdesarrollados con
consecuencias graves tanto para la salud como para el desarrollo social y econémico. Ocurre en todas las etapas
de la vida pero tiene mayor prevalencia en las mujeres embarazadas, periodo neonatal y la nifiez temprana[1, 2].
De acuerdo a la base global de datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicada en el 2008, la
frecuencia de anemia en México de acuerdo a género y grupos etarios fue: nifios de 0 a 5 afios 23.7%; mujeres de
12 a 14.99 afos: 8.2 — 14.4%; mujeres de 15 a 44.99 afos: 15.6%; mujeres gestantes: 20.6%; hombres de 15 a
59.99 afios: 5.3%[3]. Las causas son multifactoriales, sin embargo una de las principales causas a nivel mundial
es la deficiencia de hierro; en el afio 2002 fue considerada como uno de los mayores factores contribuyentes de la
carga global de enfermedades y generalmente se asume que el 50% de los casos de anemia son debidos a esta,
pero la proporcién puede variar conforme a los grupos de poblacion y diferentes areas de acuerdo a las condiciones
locales[3]. En un estudio prospectivo realizados en nuestro pais se reporta hasta el 78.8% como causa de anemia
microcitica y/o hipocrémica la deficiencia de hierro[4]. El resto de las causas de anemia microcitica y/o hipocrémica
puede deberse a causas relacionadas a problemas intrinsecos del eritrocito, especialmente las
hemoglobinopatias[5]. En el mundo existen mas de 270 millones de portadores o enfermos de alguna
hemoglobinopatia. El uno por ciento de las mujeres embarazadas estédn en riesgo de tener un hijo con la
enfermedad, resultando aproximadamente 330 000 nifios afectados al afio[6] ya sea en su estado homocigoto,
heterocigoto compuesto para anemia drepanocitica o para algun tipo de talasemia grave[6, 7].

La hemoglobina es el principal transportador de oxigeno, esta formada por 4 cadenas globinicas y de acuerdo al
tipo de cadenas de globina que contenga en un adulto podemos encontrar los siguientes tipos de hemoglobina: A1
(ayB)enun95%, A2 (ay &) enun 3% y Fetal (a yy) en un 1.5%.

Las mutaciones de los genes que codifican para la globina alteran su produccién, ocasionando sindromes
talasémicos; por otra parte cuando se producen mutaciones que producen proteinas anormales se llaman variantes
de hemoglobina o hemoglobinas anormales[7]. Las B-Talasemias y Hemoglobinopatias son enfermedades
monosomicas con alta frecuencia en las poblaciones del area Mediterranea, Medio-Este, Subcontinente Indio,
Extremo Oriente, Africa tropical y el Caribe[1]. Los genes globinicos B se localizan en el cromosoma 11p15.5 tiene
una extension aproximada de 65 kilobases (kb) y consta de 5 genes funcionales: €, y©, y*, 8, B y de un pseudogen
llamado Wp[8]. Estos genes globinicos tienen una estructura interna similar con una longitud aproximada de 1.6 kb

y estan constituidos del extremo 5’ a 3’ (Figura 1).


Veronica
Texto escrito a máquina


Figura 1. Genes globinicos 8 y estructura del gen.

De manera inicial las hemoglobinopatias se agrupan en sindromes talasémicos o variantes de hemoglobina. Los
sindromes talasémicos se subclasifican basados en el gen envuelto, ya sea alfa o beta talasemias y a su vez se
subdividen en a*, B* o af, B° dependiendo si algo (+) o nada (0) de la globina se produce como resultado de una
mutacion causal. Aparte de la descripcién temprana de las variantes de la Hb las cuales tienen una letra alfabética
como por ejemplo HbC, HbD, HbE, etc, las variantes de la HbS usualmente se llaman por el sitio en donde fueron

descritas, por ejemplo la Hb Constant Spring, Hb Caperdown, Hb Westmead, etc (Figura 2).

Figura 2. Clasificaciéon de Hemoglobinopatias.
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En las ultima décadas el constante flujo migratorio han hecho que estas patologias se extiendan mucho mas y en
consecuencia representando un problema de salud publica[9]. En nuestro pais, las primeras observaciones de los
sindromes talasémicos se efectuaron a partir de 1950, como resultado de encuestas efectuadas en diversos grupos
de poblacion y del estudio de pacientes efectuados de anemia hemolitica[10, 11]. Posteriormente en el afo de
1979 se iniciaron estudios sobre las caracteristicas moleculares de la talasemia a y $[12, 13]. De acuerdo a
diferentes reportes[14], la prevalencia en México del estado portador de 3 Talasemia no es baja lo que sugiere que
esta condicién no es infrecuente, ademas algunos grupos con esta condicién se han identificado una prevalencia
arriba del 15%, con datos que sugieren que los genes de (3 talasemia son autéctonos[15] y otros son importados
de la zona del Mediterrdneo[16]. Con lo que respecta a la a-talasemia de acuerdo a algunas investigaciones, se

ha reportado que es responsable del 1% de las anemias microciticas-hipocromicas en México[17]. A la fecha se



han descrito 854 variantes de hemoglobina y talasemia que afectan al gen de la cadena [3[18], sin embargo los
estudios poblacionales han mostrado que aproximadamente 25 mutaciones representan la mayor parte de los
alelos implicados en todas las poblaciones con alta frecuencia de $-Talasemia (7, 8), es por eso que en base a su
frecuencia se pueden agrupar en: alelos frecuentes o comunes si se encuentran mayor a 10%; alelos poco

frecuentes cuando estan entre 5y 10%; y alelos raros cuando es menor de 5%[19, 20](Cuadro 1).

Cuadro 1. Alelos observados en diferentes zonas geogréficas del mundo[20].

Frecuencia Mutaciones Pais o Regién
Sin sentido codén 39 C —  Africa del Norte, Europa Occidental,
T Balcanes, Mediterraneo y Medio Oriente
IVS1:1G - A
IVS1: 6T -C
IVS1:110 G- A
Frecuentes IVS2: 745G -C Italia, Grecia, Turquia, Francia, Espafa,
IVS2:1G-A Macedonia, Bulgaria
IVS1:1G-T Oriente Medio, Asia y Sureste Asiatica,
IVS1:5G-C Malasia
DML codén 41/42 -
CTTT
Delecion de 619 pb
-28A-C Angola, Turquia, Kurdistan, México
-87C-G Italia, Grecia, Turquia, Francia, Yugoslavia,
Bulgaria
Poco Frecuentes - - ; . . .
Sin Sentido codén 17 A— China, Tailandia
T
IVS1:5G-A Italia, Turquia, Grecia, Espafia
(6B)) — Talasemia tipo Espafia, México
Espaiiol
Raros DML codén 11 =T
(6B)) — Talasemia tipo Islas de Sicilia y Cerdefa
Sicilia

Tamiz neonatal
La identificacion del estado de portador o enfermo de diversas condiciones hematolégicas en el tamiz neonatal es

un tema que ha sido sujeto de evaluacion constante en términos de su utilidad y eficacia.
Una manera de estimar su posible impacto, es la comparacién en la frecuencia de la detecciéon de estas

enfermedades hematolégicas, comparadas con otras enfermedades habitualmente incluidas en el tamiz neonatal.

El problema en México, es que no existe un reporte documentado acerca de la distribucion de los casos de las
enfermedades comunmente detectadas en el tamiz neonatal, como es el caso del hipotiroidismo o fenilcetonuria.
Sin embargo, en la experiencia institucional y de nuestro grupo de trabajo, la probabilidad de tener un resultado

positivo en la prueba de Coombs al nacimiento es de 1 en 38 neonatos. En ese mismo sentido comparativo, la



probabilidad de encontrar un caso inicialmente reactivo para la deficiencia de G6PD es de 1 por cada 187 neonatos,

cifra que es 2.2 veces mas comun, que para la deteccién de hipotiroidismo neonatal.

Estimacion comparativa en los casos detectados en el tamiz neonatal.
Experiencia Institucional y del grupo de trabajo.

Casos

Condicién detectados -
detectada por 100 000 Probabilidad

nacimientos
Coombs 2576 1:38
directos
Deficiencia de .
G6PD 160 1:187
Hipotiroidismo 240 1:416
neonatal
Galactosemia 7 1:15 000
Fenilcetonuria 7 1:15 000
Fibrosis 4 1:30 000
quistica

Planteamiento del problema.
No existe informacion en nuestro pais sobre los resultados en el tamizaje de hemoglobinas anormales en la etapa

neonatal o en otra etapa de la vida. Las dificultades se relacionan con las limitaciones de los métodos analiticos
existentes, que no permiten establecer la confirmacién diagndstica de estas condiciones.

Con el avance tecnolégico en los métodos analiticos de tamizaje y diagndstico, es posible establecer una estrategia
que permita cumplir con los requisitos para evaluar a una prueba de tamizaje (Criterios de Wilson). El incremento
migratorio de la poblacién en riesgo ha llevado a la implementacion de programas de cribado prenatal y neonatal
de hemoglobinopatias a través de Europa y Norte América. En Canada, Reino Unido y otros paises Europeos el
diagndstico prenatal para identificar portadores de hemoglobinopatias esta ligado con el diagnéstico neonatal. La
estructura de los programas de cribado en estos paises, si es prenatal o neonatal o si es universal o selectivo tiene
una variacion enorme. En nuestro pais no existe un programa de cribado para hemoglobinopatias, es por eso que
nos surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢Mediante el tamizaje y confirmacion es posible conocer el impacto en la deteccién de las variantes de las

hemoglobinas en el periodo neonatal?

Justificacion del proyecto
Se requiere conocer la frecuencia y distribucion poblacional de las variantes de las hemoglobinas, mediante una

intervencion accesible y reproducible bajo el entorno del tamiz neonatal.

Poblacién blanco beneficiada: Recién nacidos con riesgo bajo.



Objetivo general:
Evaluar la estrategia de diagnéstico temprano de las hemoglobinopatias a través del tamizaje en neonatos de

bajo riesgo perinatal.

Objetivos especificos:
1. Reportar la prevalencia de las variantes de hemoglobinas en la poblacion tamizada durante la etapa neonatal.

2. Establecer los intervalos en la distribucién de las concentraciones de HbA2 e indices eritrocitarios en el recién
nacido con variantes de hemoglobina.

MATERIAL Y METODO

Disefho o procedimiento

TIPO DE INVESTIGACION. Observacional
TIPOS DE DISENOS. Transversal.
CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO.

a) Por la participacién del investigador Descriptivo

b) Por temporalidad del estudio Transversal

b) Por la lectura de los datos retrolectivo

d) Por el analisis de datos Descriptivo

Diagrama de estudio.
El universo se compone de toda la poblacién de recién nacidos que son atendidos en el Instituto nacional de

Perinatologia.

La poblacién muestra son los recién nacidos con riesgo bajo o intermedio que ingresan en la unidad de
alojamiento conjunto y/o UCIREN Il del mismo instituto.

En el area de toco-cirugia o quiréfano, se recolectaran muestras de sangre de cordén umbilical remanente de
la placenta expulsada por la madre; se almacenara en tubos de 500ul con EDTA como anticoagulante (Anexo
4). En el laboratorio de hematologia perinatal se realizara la identificacion de hemoglobinas anormales, HbA

y HbF mediante electroforesis capilar; una vez realizada la prueba de electroforesis capilar.



Figura 1. Diagrama de estudio.
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Procedimiento:
Universo o poblacion: pacientes en la etapa neonatal con edad gestacional entre 34.1 y 42 semanas de gestacion

con bajo riesgo perinatal.
Tamaiio de la muestra: Se analizd la muestra de 415 pacientes.

Tipo de muestreo estadistico. Muestreo probabilistico de casos consecutivos de los recién nacidos que ingresen

a la sala de alojamiento conjunto y UCIREN llI.

Definicion de las unidades de observacién: esta constituida recién nacido hombres y mujeres con edad

gestacional comprendida entre las 34.1 a 42 semanas de gestacion con bajo riesgo perinatal.

Criterios de inclusién:
e Pacientes masculinos y femeninos con edad gestacional entre 34.1 a 42 semanas de gestacion.

¢ Pacientes con y sin antecedentes familiares de hemoglobinopatias.

Criterios de exclusion:

e Pacientes masculinos y femeninos con edad gestacional menores de 34 y mayores de 42 semanas de
gestacion.

e Pacientes que ingresen a los servicio de UCIN, UCIREN | y UCIREN II.

e Pacientes inestables o en estado critico que por su condicion clinica imposibilite la toma de muestra.

e Cordén umbilical en malas condiciones.

Criterios de eliminacion:

e Muestra bioldgica insuficiente.

e Muestra biolégica en malas condiciones.

o Muestras biolégicas con mala rastreabilidad y trazabilidad.
Variables de estudio:

A) Independiente:

Antecedentes étnicos del padre y madre.

Antecedente de familiar directo con anemia hemolitica hereditaria.



Etnicidad declarada.

B) Dependiente:

Valores de hemoglobina A2.

Deteccion de hemoglobinas anormales.

indices eritrocitarios.

Reserva de hierro.

Ictericia temprana.

Hiperbilirrubinemia significativa.

Ponderacion del riesgo de hiperbilirrubinemia, previo al egreso neonatal.

C) Variables Confusoras

Genero.

Edad gestacional.
Via de nacimiento.
Deficiencia de G6PD.

Variantes de UGT1A1.

Definiciones operacionales:
Antecedentes étnicos del padre y a madre. Variable nominal. Se refiere a la informacion en los antecedetes de

la linea materna o materna sobre su origen étnico.

Antecedente de familiar directo con anemia hemolitica hereditaria. Variable dicotémica. Presente, ausente.
Se refiere a la evidencia de familiar directo de la madre o el padre de familiar con enfermedad hemolitica hereditaria.

No requiere tener la documentacion médica sobre el antecedente.

Etnicidad declarada. Variable nominal. Se refiere a la autodeclaracién de la madre respecto al origen étnico de

ella o su pareja sexual.

Valores de hemoglobina A2 al nacimiento. Variable nominal. Valores normales (HbA2 < 2.1 %), valores

aumentados (HbA2 > 2.1). Determinada mediante electroforesis capilar.

Deteccion de variantes de hemoglobina. Variable ordinal. Patron Neonatal normal (HbA 5-10 % HbA2 < 2.1 %,
HbF> 90 %). Patron de persistencia de hemoglobina fetal (HbA < 1 %, HbA2 < 1 %, HbF>98 %). Patrén de
hemoglobina S (HbA < 5 %, HbS presente, HbF>95 %). Patron de hemoglobina C (HbA < 5 %, HbC presente,
HbF>95 %). Patréon de hemoglobina E (HbA < 5 %, HbE presente, HbF>95 %).



indices eritroctiarios. Variable nominal: normocitosis o Normal (VCM > 100-114 fL); disminuido o disminuidos
(VCM < 100), aumentado o marocitosis (VCM > 114 fL).

Reserva de hierro. Variable ordinal. Valores de ferritina sérica. Sobre carga de hierro (ferritina sérica > 1000 ug/L),

reserva normal de hierro (ferritina sérica 200 — 600ug/L), deficiencia de hierro (ferritina sérica < 200ug/L).

Formato de recoleccién de datos (ver anexo)
Material y Métodos:

a. Obtencion de la muestra. Previo consentimiento informado firmado por los padres solicitado por los médicos
de la coordinacion de hematologia perinatal, del servicio de alojamiento conjunto y/o unidad de cuidados
intermedios, en el area de toco-cirugia o quiréfano se obtendra muestra de sangre venosa del cordon umbilical
de la placenta expulsada inmediatamente mediante puncion de una arteria, almacenandose en dos tubos de
0.5 mL con EDTA como anticoagulante. El médico que estara a cargo de la toma de muestra es el médico
Neonatoélogo adscrito a la unidad de toco-cirugia y/o médico residente de neonatologia que participa en este
proyecto como parte de su tesis de posgrado. La toma de muestra se realizara con técnica estéril utilizando
gorro, cubrebocas, gogles y guantes. Las muestras se recolectaran durante la jornada matutina. Los tubos
identificados correctamente con las muestras recolectadas durante la jornada se colocaran en una gradilla,
esta se mantendra en un contenedor térmico de 4000 cc el cual tendra un gel refrigerante para mantener una
temperatura entre 8° a 10 °C. Una vez concluida la jornada o la colecta de las muestras, se transportaran las
muestras en el contenedor a la Coordinacién de Hematologia Perinatal en la Torre de Investigacion, en donde

se almacenaran en refrigeracién entre 2° a 8°C para su procesamiento.

b. Citometria hematica. La muestra primaria se procesara en el citdmetro Act®df (Beckman Coulter, USA) para

conocer los valores de Hemoglobina, indices eritoricitarios, la existencia o no de hipocromia, microcitosis.

c. Ferritina sérica. La estimacion de la reserva de hierro se realizara mediante la determinacién de la
concentracion de la ferritina en plasma, por el método ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) en el equipo

miniVIDAS® (Biomérieux; France).

d. Electroforesis de hemoglobina. Se realizara a partir la un tubo con 500 ul de sangre total con EDTA como
anticoagulante utilizando el equipo MINICAP FLEX PIERCING (SEBIA), que permite la separacién en medio
alcalino (pH9.4) de las hemoglobinas normales (A, F y A2) y la deteccién de las principales hemoglobinas
anormales (Hemoglobina S, C, E y D). Todas las etapas de la electroforesis se realizan de manera automatica
hasta obtener el perfil de las hemoglobinas para el analisis cualitativo o cuantitativo. Se puede realizar en
hemolizado de eritrocitos sedimentados, centrifugados o lavados, a partir de sangre total con EDTA, no es
indispensable realizar el lavado de los eritrocitos. La separacion se realiza en capilares de silice fundido,
mediante una técnica de separacion electrocinética que permite la separacion de moléculas cargadas en
funcién de su movilidad electroforética propia, en un tampén de un pH dado, y segun el pH del electrolito, con

un flujo electroendosmdético mas o menos importante, la inyeccion en los capilares de las muestras diluidas



con la solucion hemolizante se realiza en el anodo por aspiracion. La separacion se realiza a continuacion
aplicando una diferencia de potencial de varios miles de voltios en los extremos de cada capilar. La deteccion
directa de las hemoglobinas se efectua a 415 nm en el lado catdédico. Con el tampdn de pH alcalino usado, el
orden de migracion de las principales hemoglobinas normales y anormales va del catodo al anodo:
Hemoglobina A2, C, A2/O-Arab, E, S, D, G-Filadelfia, F, A, Hope, Bart, J, N-Baltimore y H. La deteccién directa
proporciona automaticamente una cuantificacion relativa de cada una de las fracciones que representan interés
como la hemoglobina A2 en el diagnéstico de las 3 talasemias. La adecuada separacion de las fracciones
permite diferenciar entre la hemoglobina S y la hemoglobina D, la hemoglobina E de la hemoglobina C. Previo
al procesamiento de la muestra, se debe procesar el control comercial de hemoglobina A2, constituido por una

mezcla de sangres humanas normales, estabilizadas y liofilizadas.

RESULTADOS:

Se recolectaron 413 muestras de pacientes de bajo riesgo perinatal nacidos en Instituto Nacional de Perinatologia
en el periodo de Abril 2016 a Julio 2016 que cumplieron con criterios de inclusion (Tabla 1). La poblacién de recién
nacidos pretérmino tardios consto de 58 pacientes de los cuales 26 fueron femeninos y 32 masculinos (Tabla 2);
de pacientes de termino 355 pacientes de los cuales femeninos correspondieron a 174 y masculinos a 181(Grafica
1).

Tabla 1. Poblacion de estudio

Descripcion Numero de Porcentaje de
casos la poblacién

Poblacion con criterios 413 100.00%

de inclusién

Con Electroforesis 411 99.52%

Capilar

Tamizados para G6PD 367 88.86%

Casos reactivos para deficiencia de G6PD en tamiz 2 0.48%



Pretérmino tardio Termino
Edad materna 29+7 28+7
Primigesta 40% 42%
Cesarea 43 (74%) 213 (60%)
Parto 15 (26%) 142 (40%)
Femenino 26 174
Masculino 32 181
Semanas de gestacién 36.1£ 0.5 38.6 +1.1
Peso en gramos al nacimiento 2,415 + 423 3,075 £ 414
Porcentaje de la poblacion total de estudio 14% (58) 85.9% (355)

Grafica 1. Poblaciéon de acuerdo a sexo y edad gestacional

poblaciéon estudiada de acuerdo a sexo y edad
gestacional

® RNPT femenino = RNPT masculino

= RNT femenino = RNT masculino




Se realizé citometria hematica a las muestras obtenidas de sangre de cordén umbilical (Tabla 3). Los resultados

mostraron similitud entre ambos grupos de recién nacidos. En nueve pacientes se encontré un volumen corpuscular
medio menor a 100 fL.

Tablas 3. indices eritrocitarios presentes en muestras de sangre de cordén umbilical.

RNPT RNT
Media Min Max Media Min Max
Hemoglobina (g/dL) 15.79 (+2.58) 10.09 22.95 15.51 (+2.53) 15.68 26.15
Hematocrito (%) 46.04 (+8.13)  27.95  70.83 | 45.18(7.48) 33.03 = 76.99
AURDCECIRLITTE 9.62 (+1.38)  6.43 1428  920(+0.99)  7.29  13.40

eritrocitario (%)
Volumen corpuscular medio (fL) 106.5 (+3.43) 93.9 116.9 108.6 (+4.18) 97.7 118.8

Concentracion media de
hemoglobina corpuscular (g/dL)

RNPT=Recién nacido pre-término (34 — 36.6 sdg)
RNT=Recién nacido de término (237 sdg)

34.64 (¥1.42) 33.46 43.13 34.24 (¥1.39) 24.35 40.46

Patrén de hemoglobinas.
De acuerdo a la tipo de hemoglobinas que se reportd y al patrén de hemoglobinas que se obtuvieron por
electroforesis capilar, nueve casos presentaron un patréon neonatal normal y 402 no se pudieron clasificar dentro

de estos patrones definidos, ya que no cumplian con todos los criterios establecidos (Tabla 4).

Tabla 4. Patron electroforético de hemoglobinas.

Patron Casos  Porcentaje de la poblacion (411)
Neonatal normal 9 2.2%
Persistencia de hemoglobina fetal 0 -

Patron de hemoglobina S

Patréon de hemoglobina C

o o o

Patréon de hemoglobina E
No Clasificados 402 97.8%



Se encontré corrimiento electroforético para HbC en 63 pacientes (0.1% — 0.9%) de los cuales uno solo fue
pretermino sin presentar predominio de género. La HbA2 se encontré en 68 pacientes con un rango de 0.1 a 1.5%.

Solo 3 pacientes tuvieron corrimiento electroforético para HbBart con valores de 0.1%, 0.7% y 0.9%.

El porcentaje de migracion de HbA y HbF por electroforesis capilar en sangre obtenida de cordén umbilical tiene

valores muy diferentes a los patrones electroforéticos establecidos previamente (Tabla 5).

Tablas 5. Migracion de HbA y HbF en muestras de sangre de cordén umbilical.

RNPT RNT
Media Min Max Media Min Max
Hemoglobina A 16.46 (+7.9) 9.30 29.1 19.96 (+4.63) 7.6 90.7
Hemoglobina F 23.3 (+9) 46.7 62.1 76.55 (+7.65) 35.7 93

RNPT=Recién nacido pre-término (34 — 36.6 sdg)
RNT=Recién nacido de término (237 sdg)

DISCUSION:

Los diferentes patrones de hemoglobina (Neonatal, Persistencia de HbF, HbS, HbC y HbE) se obtuvieron de
electroforesis alcalina realizadas en gel de agarosa que debido a su simplicidad es uno de los métidos mas
populares y accesibles para el screening de hemoglobinopatias; la electroforesis capilar que se realiza con el
instrumento Capillarys-2, utiliza el principio de electroforesis en solucion libre, es una técnica de separacion
electrocinética realizada en un tubo de diametro interno inferior al 100 ym lleno de un tampdn compuesto de
electrolitos; la separacion de los distintos tipos de hemoglobina se realiza aplicando una diferencia de potencial de
varios miles de voltios en los extremos de cada capilar. Las hemoglobinas son detectadas directamente en una
burbuja existente en el capilar mediante espectrofotometria de absorbancia de 415 nm, que es la longitud de onda
de absorcién de especifica de las hemoglobinas. El resultado o electroferograma se compone de 300 lecturas
consecutivas y se divide en 15 zonas y para facilitar la interpretacién los resultados son automaticamente
posicionados con respecto a la hemoglobina fetal, ademas el instrumento posee una biblioteca de hemoglobinas
en forma de una lista despegable y enumera todas las hemoglobinas normales y variantes que pueden estar dentro

de una zona en particular.

En las 411 muestras de sangre de corddén umbilical que se analizaron 402 no se pudieron clasificar dentro de un
patron especifico de hemoglobina y Unicamente 9 muestras cumplieron criterios para un patron neonatal normal.
Estos resultados diferentes a los que esperabamos se pueden explicar debido a que la muestra que se procesé
fue obtenida directamente de sangre de corddn y procesadas en un instrumento de electroforesis capilar calibrado
para este tipo de muestras especificas. Los resultados que obtuvimos respecto a los porcentajes de migracion de
las diferentes hemoglobinas concuerdan con lo reportado por Wolff y Cols. quien realizé un screening de
hemoglobinopatias en sangre obtenida de cordon umbilical en un periodo de dos afios. En otro estudio realizado

por Gulbis y Cols., realizaron un screening de hemoglobinopatias en sangre de cordén umbilical en un periodo



de 10 afos obtuvieron porcentajes de corrimiento electroforético de las diferentes hemoglobinas con el presente

trabajo.

En 63 muestras se obtuvo un corrimiento electroforético para HbC, sin embargo el porcentaje fue discreto y cabe
sefalar que este tipo de hemoglobina puede estar presente en sangre de cordéon umbilical hasta 1.5% y puede
inclusive ser consecuencia de la desnaturalizacion de la HbF. Ninguno de los resultados mostré un porcentaje

mayor a 1.

Tres muestras presentaron pico electroforético en la zona de Hb Bart sin embargo todos con una cifra menor a 1%,
y de acuerdo al estudio realizado por Wolff y Cols., para sospechar de enfermedad de la hemoglobina H, el punto

de corte debe ser por encima de 10%.

Para la HbA2 hubo corrimiento electroforético en 68 pacientes con un porcentaje maximo de 1.5%, en el trabajo
realizado por Wolff y Cols., obtuvo una media de 0.7% con un rango de 0.3% - 2.2%, considerando contaminacion

por sangre materna cuando existia una cifra mayor a 40%.

Los indices eritrocitarios se mantuvieron constantes con los reportados en la literatura, nueve pacientes tuvieron
un VCM menor a 100 fL (microcitosis), Wolff y Cols., defini6 como microcitosis un VCM <105 fL considerando a
estos pacientes sospechosos de alguna hemoglobinopatia. Ninguno de los pacientes con microcitosis presentaron

un corrimiento electroforético anormal.

En nuestro pais no existe ningun reporte sobre el screening de hemoglobinopatias en sangre de cordon umbilical
mediante electroforesis capilar, el presente trabajo forma parte de una primera etapa de una estrategia de
deteccion temprana, ya que el aumento del flujo migratorio de diferentes grupos étnicos da pie al incremento de

enfermedades emergentes en este caso, las hemoglobinopatias.

CONCLUSIONES.

e La electroforesis capilar en sangre de corddn umbilical, es un método confiable para identificar variantes de
hemoglobina.

e Los resultados obtenidos en el presente trabajo, concuerdan con resultados de otros trabajos realizados por
otros autores con la misma muestra, técnica e instrumento.

e Es necesario confirmar con otro método y/o instrumento cuando se presente un corrimiento electroforético

anormal.
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Aspectos éticos.
De acuerdo al articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la

Salud, la participacion de los pacientes en este estudio con lleva un tipo de riesgo: Riesgo minimo

Bioseguridad.

El manejo de los residuos bioldgico-infecciosos que se generan durante el proceso analitico: cubeta de reaccion
con residuos de sangre y solucion de enjuage, seran sometidos a disposicion y cumpliran con las politicas y
procedimientos del comité normativo de bioseguridad ajustandose a lo sefialado en los manuales del INPer y a
las indicaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 Protecciéon ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo, NOM-052-
SEMARNAT-2005 Que establece las caracteristicas, el procedimiento de investigacion, clasificacion y los listados

de los residuos peligrosos y Norma Manejo CRETIB.



Anexos.

Anexo 1. Formato de recoleccion de datos.

Nombre del Proyecto: Deteccion de hemoglobinopatias en el tamizaje neonatal.

| Numero de caso | |

Datos Del Recién Nacido

Iniciales nombre RN (AP, AM RN | Expediente | Edad gestacional (sem) |
Peso (g) Género (1:Masculino Folio Tamiz
2:Femenino)
Fecha de nacimiento Hora de Via de nacimiento (1:vaginal, 2:
(dd/mm/aa) Y S S nacimiento cesarea) [
Tipo de lactancia ABO (A/B/AB/O) RhD Coombs directo
(SM/SL/MX) (Pos/Neg) (Pos/Neg)
Cefalohematoma Hermano anterior que haya recibido fototerapia Color de la
(Si/No) (Si/No) Piel
- . Cifra maxima de bilirrubinas < 24
Ictericia temprana (si/No)
horas
Ponderacién de riesgo de hiperbilirrubinemia previa a su Cifra maxima de bilirrubinas a su
egreso egreso
Hiperbilirrubinemia significativa intervenciones:
1 toma de muestras sanguineas
2 Separacion de la madre
3. Prolongacion de su estancia hospitalaria
4. Fototerapia
5. Manejo farmacoldgico
Variable Resultado Confirmacién Otros Resultado
molecular
HbA G6PD (gHb)
HbA2 Variantes G6PD
HbF Variantes UGT1A1
HbC Ferritina sérica
HbS Volumen corpuscular medio (fL)
HbD Hemoglobina (g/dL)
HbE
HbH
HbBart
8

Datos maternos y paternos

Antecedentes étnicos padre o madre

Antecedente de familiar directo con anemia hemolitica hereditaria

Etnicidad declarada

Edad materna ABO/RhD materno
Gestaciones Rastreo de anticuerpos irregulares




Anexo 2. Consentimiento bajo informacion

Deteccion de hemoglobinopatias en el tamizaje neonatal.
Investigador principal: Dr. Octavio Martinez Villegas.
Institucién sede: Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”.
Esta es una invitacién para que acepte la participacién de su hijo en un protocolo de investigacién en
el Instituto nacional de Perinatologia.
Por favor lea cuidadosamente este documento, puede consultarlo con sus familiares o quién Usted
decida, antes de que permita la participacién de su hijo, es importante que lea y comprenda
adecuadamente la informacién contenida en este texto, que describe el propédsito, los
procedimientos, los beneficios, los riesgos, las molestias y las precauciones que se esperan con este
protocolo.
Si acepta que su hijo participe, recibird una copia de este documento para que lo conserve. Pero si
usted no acepta que participe su hijo, no se verd afectada la atencién médica para su hijo en el
Instituto Nacional de Perinatologia.
Propésitos del estudio.

El propdsito de este estudio es conocer que tan frecuente son las enfermedades llamadas
hemoglobinopatias las cuales causan un tipo de anemia que no responden a la administracién de hierro
oral.

¢En gué consiste la participacién?

La participacién de su hijo en este estudio consistird en obtener una muestra de sangre
aproximadamente 1 ml, obtenida del cordén umbilical que se corta y queda en la placenta que usted
expulsa después del nacimiento de su hijo. El procedimiento no interviene en ninglin momento con la
atencién de su hijo durante su nacimiento. A dicha muestra de sangre se le realizard un estudio
inicial para detectar hemoglobinopatias, en caso de tener un resultado “reactivo” o “positivo”, se
realizard una prueba confirmatoria en el DNA obtenido de las células presentes en la muestra de
sangre de su hijo, cabe mencionar que en ninglin momento se le tomard una nueva muestra de sangre.
Su participacién fambién consiste en autorizar la obtencidn del DNA de las células presentes en el
remanente de las muestras utilizadas. Debe saber que las muestras de DNA se almacenardn por los
préximos 10 afios y se utilizardn para estudios de origen poblacional y la bdsqueda de otros posibles

genes que pudieran asociarse, pero que en este momento no podemos estudiarlos.
¢éCudles son los requisitos para participar?

Primero que desee que su hijo participe y firmar este documento de aceptacion, Segundo, que acepte

que se le tome la muestra al corddn umbilical de su hijo.
¢éCudles son los riesgos?

No existe ningtin riesgo para su hijo, ya que la muestra de sangre se recolectard del cordén umbilical
remanente que se corta durante el nacimiento de su hijo.

é¢Obtendré algun beneficio?

Es posible que no tenga un beneficio directo, sin embargo se le entregardn los resultados de las
pruebas realizadas a su hijo. Mediante una llamada telefdnica se le dard el resultado dentro de los
primeros 10 dias posteriores a la toma de la muestra; en caso de ser positivo se agendard una cita
en la consulta externa de Hematologia Perinatal en donde recibird informacién detallada sobre el
resultado. Su hijo serd referido a la consulta externa de Hematologia del Instituto Nacional de
Pediatria o del Hospital Infantil de México o al sistema de atencién para la salud al que pertenezca
para continuar su atencion y seguimiento. Se le proporcionard el documento de referencia hacia
otros servicios de salud, asi como los resultados de la prueba tamiz y de la prueba confirmatoria.
Debido a que es un estudio que emplea recursos publicos, usted ho recibird compensacién econémica
alguna por permitir que su hijo participe. Los resultados que se obtengan en caso de tener alguna
hemoglobinopatia, se le entregardn personalmente y recibird una amplia explicacion por el
hematélogo pediatra sobre esta enfermedad.

En algunos casos, los resultados del presente protocolo pudieran ser utiles para sus futuros
embarazos. De contemplarse tal posibilidad usted recibird el consejo genético apropiado por parte
del Instituto Nacional de Perinatologia.

¢éTiene alguin costo el participar?

El que su hijo participe en este protocolo, no tiene hingtn costo adicional para usted.

¢Qué ocurrird si no deseo participar?




Absolutamente nada, la atencién médica de su hijo en el Instituto Nacional de Perinatologia serd al
igual que los demds pacientes y continuard recibiendo el tratamiento de la manera habitual.

¢Existe algun reembolso o indemnizacion por dafios?

Debido a que se ftrata de un estudio financiado con fondos federales, no existe manera de que usted
reciba compensacién econdmica alguna.

Los gastos derivados del seguimiento y atencion de su hijo en el Instituto Nacional de Perinatologia,
serdn sufragados por usted.

Confidencialidad.

Es el compromiso de los investigadores el ocultar el nombre de su hijo, para impedir su identificacién.
La muestra de sangre se identificard mediante un nimero y cédigo de barras, donde no aparecerd el
nombre de su hijo o cualquier otro dato que pudiera sefialarlo.

Los resultados se mantendrdn en secreto estricto, sobre la identidad de la muestra y la
confidencialidad sobre el historial de los sujetos que ingresen al estudio.

Aunque Usted se retire del estudio, serd imposible destruir su muestra a pesar de su peticién, ya
que la muestra se encuentra bajo anonimato.

éQué hacer si tengo alguna duda?

Puede ponerse en contacto con el investigador principal Dr. Octavio Martinez Villegas o con los
investigadores asociados en el servicio de Hematologia Perinatal (Dra. Fany Rosenfeld Mann, Dra.
Rocio Trueba Gémez, Dra. Patricia Bouchdn Valencia, Dr. Higinio Estrada Judrez y Biol. Georgina
Coeto Barona), ubicado en el primer piso de la torre de Investigacién, teléfono 55209900 extensidn
323 0 287.

Si Usted no ha recibido la atenciénh adecuada por parte de los investigadores de este protocolo o
desea presentar alguna queja o inconformidad, puede comunicarse con el Presidente del Comité de
Etica (Dr. Alejandro Martinez) al 55209900 extension 160, quién le atenderd apropiadamente.
Declaracion y firma del consentimiento voluntario de participacion.

Manifiesto haber leido y entendido completamente el objetivo que tiene el presente estudio, asi
como el haber tenido la oportunidad de hacer las preguntas necesarias para aclarar mis dudas y he
recibido respuestas satisfactorias.

Entiendo la razén por la que se obtiene el consentimiento y he recibido una copia del mismo. He
tenido la oportunidad de hacer preguntas que han sido respondidas. Después de reflexionar estoy
de acuerdo en permitir la participacién de mi hijo en este proyecto de investigacion.

México D.F., a del mes de del 20 .

Nombre del padre, madre o tutor:
Firma

Investigador

Nombre

Firma

Nombre Testigo 1 Nombre Testigo
2

Direccion Direccion

Firma Firma




Anexo 3. Consentimiento para conservacion de muestras biologicas

Deteccion de hemoglobinopatias en el tamizaje neonatal.

Investigador principal: Dr. Octavio Martinez Villegas.
Institucién sede: Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”.

Esta es una invitacidn para que acepte que los investigadores conserven las muestras que obtuvieron
de su bebé para futuros estudios de investigacién en el Instituto hacional de Perinatologia.

Por favor lea cuidadosamente este documento, puede consultarlo con sus familiares o quién Usted
decida, antes de que autorice que nosotros guardemos la muestra de su bebé, es importante que lea
y comprenda adecuadamente la informacidn contenida en este texto, que describe el propésito, los
procedimientos, los beneficios, los riesgos, las molestias y las precauciones que se esperan con este
protocolo.

Si acepta que nos quedemos con las muestras, recibird una copia de este documento para que lo
conserve. Por si usted no acepta, las muestras se destruirdn inmediatamente y no se hard ningtn

estudio adicional.
Propésitos del estudio.

El propésito de este estudio es guardar las muestras que ya obtuvimos de su hijo a la hora de realizar
estudios en las variantes de las hemoglobinas anormales y sindromes talasémicos, asi como en un
futuro realizar estudios de origen poblacional y la bisqueda de otros posibles genes que pudieran
asociarse, pero que en este momento no podemos estudiarlos.

¢En que consiste la participacién?

Que Usted autorice que conservemos las muestras de DNA de su hijo, durante los siguientes 10 afios
o antes si la cantidad de muestra se agota.

Las muestras biolégicas serdn resguardadas bajo condiciones especiales de conservacién
(temperatura, seguridad, identificacién, etc) en el Instituto Nacional de Perinatologia bajo la
responsabilidad de la Coordinacidn de Hematologia Perinatal.

Los investigadores declaran el compromiso de decir verdad que sus muestras no serdn vendidas,
regaladas, transferidas, cedidas o donadas a un tercero y que sélo serdn usadas para el estudio
genético de las hemoglobinopatias que pudiera hacerse en un futuro, sin la necesidad de solicitarle
a Usted un nuevo consentimiento o autorizacién para llevar a cabo ese posible estudio.

Es importante que se entienda que NO se tomardn nuevas muestras de su bebé.

¢éCudles son los requisitos para participar?

Que Usted autorice la conservacidn de las muestras de su hijo.

¢éCudles son los riesgos?

Ninguno, ya que ho se tomardn nuevas muestras

é¢Obtendré algun beneficio?

Nuestra peticién de conservar las muestras para futuras investigaciones, no establece el
compromiso de que Usted o su hijo tengan algdn beneficio.

¢éTiene algun costo el participar?

El que Usted autorice la conservacién de la muestras de su hijo participe en este protocolo, no tiene
ningtin costo adicional para usted.

¢Qué ocurrird si no deseo participar?

Absolutamente nada, la atencién médica de su hijo en el Instituto Nacional de Perinatologia serd al

igual que los demds pacientes y continuard recibiendo el tratamiento de la manera habitual.
¢éExiste algin reembolso o indemnizacién por dafos?

Debido a que se trata de un estudio financiado con fondos federales, no existe manera de que usted

reciba compensacién econdmica alguna.
Confidencialidad.

Es el compromiso de los investigadores el ocultar el nombre de su hijo, para impedir su identificacién.
La muestra de DNA se identificard mediante un nimero y cédigo de barras, donde no aparecerd el
nombre de su hijo o cualquier otro dato que pudiera sefialarlo.




Los resultados se mantendrdn en secreto estricto, sobre la identidad de la muestra y la
confidencialidad sobre el historial de los sujetos que ingresen al estudio.
Si Usted desea retirarse del estudio sus muestras no serdn conservadas y serdn desechadas como

residuos bioldgicos.

Compromiso de los investigadores.

Los investigadores declaran el compromiso de decir verdad que sus muestras no seran vendidas, regaladas,
transferidas, cedidas o donadas a un tercero y que solo serdn usadas para el estudio genético de las
hemoglobinopatias que pudera hacerse en un futuro, sin la necesidad de solicitarle a Usted un nuevo
consentimiento o autorizacidn para llevar a cabo ese posible estudio.

éQué hacer si tengo alguna duda?

Puede ponerse en contacto con el investigador principal Dr. Octavio Martinez Villegas o con los
investigadores asociados en el servicio de Hematologia Perinatal (Dra. Fany Rosenfeld Mann, Dra.
Rocio Trueba Gémez, Dra. Patricia Bouchdn Valencia, Dr. Higinio Estrada Judrez y Biol. Georgina
Coeto Barona), ubicado en el primer piso de la torre de Investigacién, teléfono 55209900 extension
323 0 287.

Si Usted no ha recibido la atencién adecuada por parte de los investigadores de este protocolo o
desea presentar alguna queja o inconformidad, puede comunicarse con el Presidente del Comité de

Etica (Dr. Alejandro Martinez) al 55209900 extension 160, quién le atenderd apropiadamente.
Declaracion y firma del consentimiento voluntario de participacion.

Manifiesto haber leido y entendido completamente el objetivo que tiene el presente estudio, asi
como el haber tenido la oportunidad de hacer las preguntas necesarias para aclarar mis dudas y he
recibido respuestas satisfactorias.

Entiendo la razén por la que se obtiene el consentimiento y he recibido una copia del mismo. He
tenido la oportunidad de hacer preguntas que han sido respondidas. Después de reflexionar estoy
de acuerdo en permitir que los investigadores conserven las muestras que obtuvieron de mi hijo.

México D.F., a del mes de del 20 .

Nombre del padre, madre o tutor:
Firma

Investigador
Nombre
Firma

Nombre Testigo 1 Testigo
2
Direccion Direccién

Firma Firma

En base a la ley de proteccion de datos personales, los datos obtenidos, seran recabados y protegidos e
incorporados al Sistema de Datos Personales (SDP), por lo que debera llenarse el aviso de privacidad.



Anexo 4. Técnica para toma de muestra de sangre por puncién de arteria umbilical.
1. Previa colocacién de guantes con técnica estéril, se selecciona porcion remanente de cordén umbilical
en buenas condiciones fisicas.
2. Seidentifica una de las dos arterias umbilicales.
3. Se limpia suavemente superficie del cordén umbilical con una gasa estéril humedecida.
4. Con una jeringa de 3 ml estéril se obtiene 1 ml de sangre total.

5. Sevacia la sangre total obtenida de la arteria de cordén umbilical en dos tubos contenedores de 500 uL
con anticoagulante tipo EDTA.

6. Se almacenan tubos contenedores en refrigeracion a una temperatura de 2 a 8°C, hasta su
procesamiento.
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