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Caso Clinico

Hemoglobina Raleigh en Costa Rica detectada como un valor
falsamente elevado de Hemoglobina glicosilada
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RESUMEN

Introduccion. Las hemoglobinas anormales
forman parte de los trastornos hereditarios de la
hemoglobina (Hb) y, por su frecuencia, son con-
siderados en muchas regiones del mundo como
problemas de Salud Publica. Aunque algunas
presentan problemas clinicos, una gran proporcion
son inocuas y muchas veces su diagnostico se rea-
liza en forma casual mediante métodos altamente
especializados.

El caso de la Hb Raleigh, variante de
cadenas beta, ha sido reportada por interferir con
la deteccion de la Hb glicosilada y dar valores
falsamente elevados. En este reporte, se publica el
hallazgo de la Hb Raleigh en Costa Rica, detectada
inicialmente como un valor extremadamente alto
de Hb glicosilada.

Caso clinico. Paciente masculino caucasico, sin
manifestaciones hematoldgicas. El sujeto es un
diabético conocido, con repetidas determinacio-
nes altas de hemoglobina glicosilada (HbAlc),
evaluadas inicialmente con un método de cro-
matografia de intercambio i6nico (Stambio). Se
cambio la metodologia de la deteccion de HbAlc
para utilizar el equipo de BioRad D-10 HPLC,
obteniéndose valores superiores al 30% de Hb
glicosilada y se realizaron estudios bioquimicos
y genéticos determinandose la presencia de la Hb
Raleigh. Esta variante se puede detectar bioquimi-
camente s6lo mediante cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC) y no por la electroforesis
de hemoglobina.

Discusion. La Hb Raleigh es una variante poco
frecuente de cadenas B, con una mutacion en el
primer codon y un cambio a nivel de aminod-
cidos de Vall.Ac-Ala. Este caso es reportado
inicialmente como un valor muy alto de HbAlc
y, finalmente, identificada como Hb Raleigh.
Este hallazgo es importante por la interferencia
con la determinacion de Hb glicosilada y llama
la atencion a que los laboratorios clinicos dis-
pongan de una metodologia alterna al HPLC para
confirmar valores extremadamente elevados de
Hb glicosilada.

Palabras clave: hemoglobina Raleigh, hemo-
globina glicosilada, hemoglobinas anormales,
HbAlc

ABSTRACT
Hemoglobin Raleigh in Costa Rica detected
as false high glycosylated hemoglobin levels

Introduction. Abnormal hemoglobins (Hb) are
a part of hereditary hemoglobin defects.

They cause significant Public Health problems in
many countries. While some abnormal hemoglo-
bins present clinical problems, the majority are
innocuous. Often they are diagnosed by chance

Autor para correspondencia: Dr. Walter E. Rodriguez-Romero, Departamento de Analisis Clinicos, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa

Rica, San José, Costa Rica. Correo electronico: werodrigrom@yahoo.com

Recibido: el 18 de noviembre de 2011. Aceptado para publicacién: el 7 de febrero de 2012

Este articulo esta disponible en http://www.revbiomed.uady.mx/pdf/rb122314.pdf

Vol. 23, No. 1, enero-abril de 2012



34

Rodriguez-Romero ef al.

using highly specialized methods.

Hb Raleigh, a beta chain variant, has been
reported to interfere with the detection of glycosyl-
ated hemoglobin HbAIc, giving falsely elevated
values. This report describes the first findings of
Hb Raleigh in Costa Rica, initially detected by
abnormally high glycated Hb levels.

Clinical case. Adult Caucasian male without
hematological manifestations: The subject was a
known diabetic, with repeatedly elevated glycated
Hb determinations, initially estimated by ionic in-
terchange chromatography (Stambio). Definitive
HbAlc levels were subsequently determined us-
ing HPLC based technology (Biorad D-10 HPLC)
resulting in 30% elevated results for glycated
hemoglobin. Biochemical and genetic analyses
were also performed to determine the presence
of Hb Raleigh. This variant can be detected bio-
chemically only by high performance liquid chro-
matography (HPLC) and cannot be identified by
hemoglobin electrophoresis.

Discussion. Hb Raleigh is an infrequent 8 chain
variant, with a single mutation in codon 1 position,
and a Vall.Ac-Ala change. This case was initially
reported as an unusually high HbAlc level, and
ultimately identified as Hb Raleigh. This finding
is important because the positive interference with
glycated hemoglobin determinations should draw
attention to the need for clinical laboratories to
have an alternative to HPLC methodology, when
confirming extremely elevated glycated Hb values.

Key words: Raleigh Hemoglobin, glycated hemo-
globin, abnormal hemoglobins, HbAlc

INTRODUCCION

Las hemoglobinas anormales forman parte
de los trastornos hereditarios de la hemoglobina
(Hb) y, por su frecuencia, son considerados en mu-
chas regiones del mundo como problemas de Salud
Publica (1,2). Dentro de las tres mas importantes
a nivel mundial, por su frecuencia y problemas
clinicos, se reportan la Hb S (a2B26 glu—val), la
Hb C (a2B26 glu-lis) y la HbE (a2226 glu-lis).
La Hb C es una variante tipicamente africana, la
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Hb E es un marcador de grupos orientales y la Hb
S, aunque no es exclusiva, si es muy sugestiva de
grupos africanos. En el Continente Americano,
la Hb S es la principal hemoglobinopatia, encon-
trandose hasta 8-10% de portadores en sujetos de
ascendencia africana (1,3). Ademas de las citadas,
hay una importante cantidad de hemoglobinas
anormales con repercusiones clinicas, aunque una
gran proporcion son inocuas y muchas veces su
diagnostico se realiza en forma casual, mediante
métodos de gran especializacion (4-6).

La deteccion adecuada de una hemoglobi-
nopatia incluye técnicas de electroforesis de Hb a
distintos pH y medios de soporte (alcalino, acido,
neutro), isoelectroenfoque, cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC), determinacion de 2,3
DPG, afinidad por el oxigeno, estudios genéticos
y otros. Dependiendo de la mutacion presente y de
los cambios que ella produzca en la proteina, uno
o varios de estos métodos pueden ser utiles para
una determinada deteccion (1,7,8).

El uso de equipos basados en tecnologia
HPLC, para la cuantificacion de Hb glicosilada
(HbAlc), se ha difundido en diversas regiones de
Latinoamérica; en Costa Rica, la mayor parte de
los Hospitales y Clinicas del Sistema Nacional
Publico de Salud (Caja Costarricense del Seguro
Social, CCSS) lo han implementado con éxito.
Estos equipos, ademas de la determinacion de la
HbAlc, poseen alarmas para Hb S, Hb C y otras.
Sin embargo, hay hemoglobinas poco frecuentes
que migran en la region donde el equipo detecta
la HbAlc y, por lo tanto, se reportan como Hb
glicosilada (9-11). En el caso de las variantes de
cadenas B, estos falsos positivos son mas faciles de
detectar ya que, por la naturaleza de los genes de
globina B3 (B/8), se pueden alcanzar niveles cerca-
nos al 40% de la variante. En las variantes alfa, al
tener 4 genes, los porcentajes pueden ser mucho
menores y, por lo tanto, pueden pasar inadvertidos
(12-16). En el caso de 1a Hb Raleigh, esta variante
de cadenas beta ha sido reportada por interferir con
la deteccion de Hb glicosilada y dar valores fal-
samente elevados, muy por encima de los niveles
usuales que presentan los pacientes diabéticos. En
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este reporte se publica el hallazgo de la Hb Raleigh
en Costa Rica, detectada inicialmente con un valor
extremadamente alto de Hb glicosilada (5,10,14).

CASO

Paciente masculino caucasico de 40 anos,
sin manifestaciones hematologicas, sin cono-
cimiento del origen de sus familiares. El sujeto
(MA) era un diabético conocido, con determina-
ciones de hemoglobina glicosilada (HbA1c), cuan-
tificadas inicialmente por un método de cromato-
grafia de resina de intercambio i6nico (Stambio).
Se cambi6 la metodologia de deteccion de HbAlc
para utilizar el equipo de BioRad D-10 HPLC y
se detectaron niveles muy elevados (comparado
con los reportados anteriormente en el historial
clinico del paciente), que el equipo indicaba como
Hb glicosilada; estos valores oscilaban entre 30 y
40%. Estas pruebas iniciales fueron realizadas en
el Laboratorio Clinico de la Clinica Dr. Jorge Vo-
lio, Area de Salud Belén-Flores (CCSS), Heredia,
Costa Rica. La muestra es referida al CIHATA,
para evaluacion por hemoglobinopatias, donde se
practicé un estudio completo por electroforesis a
pH alcalino, pH neutro y pH acido. Ademas, se
procedi6 a analizar la muestra por HPLC (Perkin
Elmer) y se obtuvieron valores cercanos al 50%.
La cuantificacion de fracciones se realizd por
HPLC (Perkin Elmer) y se reconfirmaron por el
método de desnaturalizacion alcalina de Singer
para Hb Fetal y de electroforesis-elucion para Hb
A2 (8).

Se solicitd estudio familiar, que abarcé
a dos hijas (RA y AA), y se detectdé la misma
concentracion de Hb en una de las hijas. Ante la
sospecha de una posible variante de Hb, se extrajo
el ADN mediante la técnica de la desalinizacion.
Luego de unos estudios genéticos iniciales, la
muestra fue referida a Boston University, School
of Medicine, para su caracterizacion final, por mé-
todos cromatograficos (BioRad Variant Il HPLC)
y genéticos. Se realiz6 la secuenciacion directa del
gene de B globina y se estudiaron las mutaciones
a tal tipo (-3.7 y -4.2 kb).

Hemoglobina Raleigh en Costa Rica

RESULTADOS

Los estudios electroforéticos en acetato
de celulosa a pH alcalino, pH neutro y en gel de
agar acido mostraron un patron catalogado como
normal (Hb A) (Figura 1). Los valores de Hb A2
y Fetal fueron normales para el propdsito (2.9%
y 0.2%, respectivamente). El reporte inicial del
cromatograma del HPLC mostré un pico de Hb
Aen 43.2 % y de la variante de hemoglobina en
44.4%, sugestivos de una variante de cadenas 83

Figura 1. Electroforesis en acetato de celulosa a pH
alcalino

o o¥r E
LI -l B
T =

14.22
15.87
17.08
19.10
23.75
- 26.40

290
35.40

30.11
43.58
o2

HB A
HB A2

10 0 0 L] 50 60
Time [rrn]

Figura 2. Deteccion de Hb Raleigh por HPLC de
intercambio i6nico
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Cuadro 1
Resumen de los hallazgos de la familia con Hb Raleigh
Propositus  Hija(RA) Hija(AA)

Edad 63 38 36

Hb (g/dl) 14.9 13.2 12.0
VCM (i) 86 83 82
HbA% 43.2 96 47
Variante 53.2 - 479
HbA % 2.9 2.9 34
HbF% 0.2 0.4 ---

(Figura 2) y que en cuantificaciones posteriores
de esta fraccion se determiné finalmente en 53.2%.
Hallazgos similares se encontraron en una de las
hijas (AA) (Cuadro 1). Otros hallazgos generales
del hemograma fueron: leucocitos 9000/ul, con un
diferencial normal, y eritrocitos en 5040000/ul.

Los estudios moleculares detectaron la
mutacion en el codon 1 del gene de B globina
(GTG>GCQG), que a nivel proteico induce un
cambio de aminoacidos de Vall.Ac-Ala, identi-
ficandose la variante como la Hb Raleigh. No se
detectaron otras alteraciones a nivel de los genes
de alfa globina ni otras alteraciones adicionales
en el gene B. Los estudios moleculares no de-
terminaron las mutaciones de -3.7 kb y -4.2 kb
de los genes de alfa globina. Ademas, se realiz
secuenciacion de los genes al y a2 para descartar
mutaciones no de delecion.

DISCUSION

La determinacion de Hemoglobinas anor-
males no es sencilla. Las variantes usuales como
la Hb S o 1a Hb C se diagnostican facilmente me-
diante diversas técnicas, como la electroforesis de
Hb. Sin embargo, hay variantes de Hb que no son
detectadas por electroforesis de Hb, o por isoelec-
troenfoque, pero si lo son por HPLC. Por el con-
trario, también hay variantes que son visualizadas
mejor en la electroforesis de Hb. Por lo tanto, lo
recomendable es tener, al menos, dos metodologias
diferentes que se puedan complementar (7,8).

De la gran cantidad de variantes de Hb des-
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critas, la mayoria corresponden a mutaciones pun-
tuales de una simple base. Ejemplos de éstas son
las clasicas Hb S y C, pero se afiaden a esta lista
otras poco frecuentes, como la Hb J-Cubujuqui, Hb
Costa Rica, M Boston y otras. Otras hemoglobinas
raras tienen doble mutacion, como es el caso de
la C Harlem y la S-Travis (1,5). La Hb Raleigh
se incluye, por tanto, entre aquellas variantes
poco frecuentes, que se originan de una mutacion
puntual, en este caso en el codon 1 del gene de
3 globina (GTG>GCG), con un correspondiente
cambio de aminoacidos de Vall.Ac-Ala (9,10,14,
17). Esta Hb presenta una afinidad disminuida por
el oxigeno y se ha asociado con grupos caucasicos.
En el caso presente, el sujeto y su familia indican
no conocer el origen de sus ancestros (5).

Variantes de Hb como la Hb S o la Hb C
se catalogan como hemoglobinas con agregacion
alterada o insolubles. Otras se caracterizan por
una sintesis desbalanceada (talasemias) o por ser
inestables (Hb Ziirich). Un grupo ademas se ca-
racteriza por tener una funcidon anormal del grupo
heme (Hb Cheasepeake) y otras presentan algun
grado de afinidad variable por el oxigeno (1,3,5).

Afortunadamente, el grupo principal de
trastornos de la hemoglobina no presenta alte-
raciones fisiologicas relevantes y su importancia
es a nivel bioquimico, genético y antropoldgico.
En este grupo se incluyen, entre muchas otras, a
la Hb Costa Rica y la Hb Raleigh. La Hb Raleigh
ha sido reportada en algunas partes del mundo,
siempre ligada a grupos caucésicos y asociada con
valores falsamente elevados de Hb glicosilada. En
el caso indicado, se cumple con el mismo patron
(5,9,17).

La Hb glicosilada estd compuesta por
cuatro pequeflos componentes, siendo la mas
estudiada la HbAlc. Su deteccion es de una gran
utilidad en el seguimiento del paciente con dia-
betes mellitus, por ser un marcador bioquimico
que permite evaluar los niveles de glucosa en un
tiempo relativamente largo. Por lo tanto, el moni-
toreo de este parametro es esencial para evaluar
el tratamiento y es de gran utilidad para detectar a
diabéticos cronicamente descompensados (18-20).
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La glicosilacion de proteinas es un fendémeno post-
traduccional. Este proceso incluye la formacion
de una base de Schiff entre la glucosa y el grupo
amino de la valina terminal de la cadena B3, y luego
se produce el arreglo de Amadori con la formacion
de una cetoamina mas estable. Esta reaccion es
lenta, pero irreversible, y depende de la concen-
tracion de la glucosa intraeritrocitaria y, por tanto,
de los niveles de la glucosa sérica. Ademas de la
hemoglobina, proteinas como la albumina pueden
glicosilarse (19,21-23).

Se han utilizado diversas metodologias
de laboratorio para su deteccion, como métodos
colorimétricos que miden todas las hexosas unidas
a la hemoglobina. Ademas, se han empleado con
buen éxito técnicas de microcromatografia en re-
sina de intercambio i6nico. En los Gltimos afios, se
ha automatizado la determinacion mediante equi-
pos que se fundamentan en tecnologia tipo HPLC y
es excelente para la deteccion de la Hb glicosilada
(12,20,22); sin embargo, hay un pequefio grupo
de variantes poco frecuentes de la hemoglobina
que causan interferencia en la determinacion y
son detectadas como si fueran Hb glicosilada. El
caso de la Hb Raleigh es el mas documentado.
Otras variantes de la hemoglobina que se han re-
portado produciendo valores falsamente elevados
de HbAlc son Hb Sherwood Forrest, Hb South
Florida, Hb Hope y Hb Camperdown. Es necesario
sefialar que, en el caso de las hemoglobinas anor-
males de cadenas beta, lo usual es que las formas
heterocigotas se reporten con valores superiores al
40%. En las variantes de cadenas alfa, al heredarse
cuatro posibles genes, estos niveles son variables
y usualmente infe-riores, lo que complica su dife-
renciacion con la Hb glicosilada por HPLC (10,
11,13-16).

A pesar que son disenados para la deter-
minacion de la Hb glicosilada, los basados en la
tecnologia HPLC poseen alarmas especiales para
Hb S o C y Hb fetal. Sin embargo, la presencia de
otras variantes de hemoglobina supera la capacidad
de deteccion y alarma de estos equipos, siendo
necesario estudios especializados (6,13).

Se reporta, en este caso, la identificacion

Hemoglobina Raleigh en Costa Rica

de la variante de cadenas beta (Hb Raleigh) como
un valor extremadamente elevado de HbAlc, y se
orienta a prestarle atencion a los hallazgos simil-
ares en otras regiones de América Latina. Se resalta
la importancia de que los laboratorios clinicos
puedan disponer de algin método alternativo, que
les permita discriminar en aquellos casos simi-
lares al descrito, y que pueden estar reportando
valores de Hb glicosilada falsamente elevados.
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