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INTRODUCCIÓN 

En afto• r•c1entes. ae ha vieto que ciertas anemias hemolitico.a 

con frecuencia a• acompo.nan. por cauaae gen6ticaa. de la 

presencia de hemoglobiuaa anormales Cque eon la del 

padecimiento). Eataa anomalias se heredan eiguiendo 148 leye!!I de 

Mendel. Las hemoqlobinopatias designan con lo.!!1 letras del 

altabeto. de A hasta N (excepto Bl. y o. P. O y s. Laa variantes 

ae indican con otra letra a manera de aubindice. por ejemplo. Ma 

significa hemoglobina M ai9lada en Boeton. Cuando !le ha 

identificado la cadens pol ipeptidica anormal. 9e puede eecri:bir. 

por ejemplo. Galta retiri~ndose a una hemoglobina G cuya anomalia 

reaide en la codena alto.. Si =re identifican varias hemoglo:binaa 

anormales en un miemo entermo. .ee puede indicar el fenotipo 

mencionando lae hemoglobina!t en orden de concentra.ción 

decreciente: por ejemplo. SF (que e!t el caeo de 

talcirorme) _lOJ.l03 

14 anemia 

Se han deacrito mas de 100 hemoglobinopatias anormalel!I. pero 

han sido poca.a la.e asociadas con alguna enrermedad clinica. 

Las tala.eemias eon los dee6rdene.e genéticos m4e comunel!I on el 

hombre. y en la Ultima d~cada la epidemiologia molecular de estoe 

detectes han aido estudiado.e en detallft. Deepué!t de haber 

revisado la gran diver.eidad de mutacionee. ee han detindo cuatro 

regionell!!I en el mundo que las presentan con mayor sign:i:ticancia. 

4 



Las to.laeemias .. de la11 cuales la HbE ea una de ellae,. aon m&e 

f'recuent•• en A•ia,. donde trabajos recientes han deJ!inido loe 

l:>aseB moleculares de la• a-talsaemias y la t'racuencia de loe 

vario• t~po• de talasemia alta+ y alta O. Lae poblacionee 

oce&nicae tienen un grupo d• variantee gen'6ticas de qlobina 

marcada.mente direrente• a 

conoce mucho acerca de 

aquel las del 

ls naturaleza 

eureete aei&tico. 

y t'recuencia de 

Se 

la" 

mutaciones tala11•m1cae en 1 o• paiee11 mediterr6neoe.. donde loe 

programas de diagnostico de nuevoe caeoe han eido muy exitoeoe en 

reducir la frecuencia de nuevoe caeoe de talaeemia mayor. La 

ta.lasemia alta+ ea la hemoglobinopatia mae comun en la región 

at'rico.na de Sahara. y los estudios moleculares de negros 

e11tadoun1.den11e• con beta-tal a.eemia h.s.n e lucida.do las probabl ee 

basee moleculares de lae tormae poco eeveras de eetos dee6rdenee 

en loa a.rricanoa. A peee.r de que cada reqiOn geogre.t'ica tiene !SU 

propio grupo comun de muta.e: ion e e cx-talaeemi cae. con pequena9 

tsuperposi. cione•.. la mo.yoria de e 11 ae parecen tener un origen 

ün1co. La. cuestión de que loa oriqenee de la Hl:>E eean Unicoe o 

mültiple•. no eeta reeuelta. Loe eventoe de recombinaci6n que 

producen eupree1.onea de talaeemia al ro.+ eon t'recuentee.. mientrss 

que la alfa-0-talaeemia es producida por una variedad de 

euprel!!!liones importantes.. cada una de lae cuale!J he. tenido un 

origen Un~co. Existe evidencia de que la tselecci6n natural del P. 

ralc:Jparuru mfllar.id ea la cauaa prime.ria de la alta rrecuencia de 

las talasemias a lo largo de los tr6p1cos y .eubtrOpicos. Mientra9 

que el mecanismo de protecciOn permanece cont'u:so.. la evidencia 

epidemiolOgica apoya :fuertemente eeta hip6teeie .. pero se requiere 
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mas inrormaciOn de lo• estudios de los casol!I control sobre la 

cantidad. d.• protecc16n que proporcionan los diferentea genotipos 

d• tala•emia.34 

El ••tudio de lo• de•~rd.enea d• la hemoglol:>ina .. han sido muy 

amplio•. dada la importancia orgAnica que esta subetancia 

implica. Ea toe estudio• •• centran :basicamente en 

identirica.ciOn de hemoqlol:>inas anormalee que tienen importancia 

clinica.. por medio d• diaqnOstico por laboratorio. aei como 

mediante nuevas t~cnicaa de identi~icacion genetica. 

Las complicaciones de estas anormalidades qen~ticae. son de un 

estudio intereaante. debido a que es muy factible identificar. o 

cuando menos soepechar. lo. exie:tencia de una alteraciOn de este 

tipo. bae:and.o•e en el tipo de altero.cianea eist6micae que pueda 

presentar un paciente. ·n.so.s2 

Los tipos de complicaciones que pueden presentar 1 .... 

diferente• hemoglobinopatias es muy vaato. dado de a~ectan 

diversas regiones del organi:smo. De manera general se pueden 

identificar complicacionee de loe sietemae nervioso central .. 

va•cular periferico. Oeeo y auditivo: también ee preeentan 

complicaciones on 6rganoe eepecificos como los ojos. piel. rinOn .. 

bazo. pulmOn y corazón. !16. 78 

So ha detectado que las hemoqlobinae anormalee que tienen 

importancia. clinica eon las hemoglobinas S~ c.. D. H y M 

incluyendo tamoien a las talaeemias. Todas lo.e hemoglobinopatiae 

ol:>ed.ecen a 1C1.11 leyes gen~ticae. y ee identifican por tecnicae 

t1imilare11. Cuando un gen anormal que proviene de uno de loe 
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padrea obliga a la produce ion de hemoglobina anormal.. o sea .. 

cuando un aujeto •• heterocigoto .. ae tiene en teoria la mitad de 

la hemoglobina anormal y la otra mitad normal. Si •• heredan de 

ambo• padre• gen•• anormalea iddnticoa .. el sujeto e• homocigoto­

y ca.•1 toda la hemoglobina ea anormal. ea muy poaible que •• 

hereden doe hemoglobina• anormales dietintaa .. una de cada 

progenitor .. de manera que el paciente prel!llenta do• hemoglobinas 

anormal•• diatintas. y una· pequena cantidad de hemoglobina 

normal. 47 

Loa gene• de la globina conrorman dos qrupoe. el grupo beta en 

el cromoaoma 11 .. y el grupo alra en el cromoaoma 16. El t~rmino 

gen•tico de "ligado"' e11 usado para genes que eetan al rinal de un 

cromosoma .. talea como loe genea de la globina de cada grupo. Por 

ejemplo .. loa gene• beta y gamma del grupo de la beta-globina. eon 

ligados. Por otro lado .. se dice que los genes del grupo beta son 

"dea l igadoa".. porque eetan en dit:erentee cromosomas. Cuando 

varios genes pueden ocupar un locus genc&tico ee:pecit:ico .. eon 

denominadoe "aleloll!ll" de uno y otro. Por ejemplo. la mutaciOn de 

la hemoglobina S que atecta al gen de la beta-globina .. ee alelo 

del gen normal de la beta-qlobina que produce la hemoglobina A. 

De manera similar .. ai doe mutacionee direrentel!ll arectan al miemo 

gen .. los genes mutantes son al~licoe. Por ejemplo. lae mutacione9 

de la hemoglobine. S y de la hemoglobina e eon mutantee del gen 

beta y aon alelos el uno del otro.122 
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De manera muy general. el diag-nOstico de laboratorio se basa 

en lo• si~uientes pruebas. de~puds de la demostraciOn del estado 

hemol1tico: 

Fr9tí!!!!I de panqr•. Mueetra alteraciones caracterieticae en 

caso de presencia de HbS (onrerm•dad grave>; pero son comunes las 

c•lula• :blanco y la hi.pocromosia. (Las ct!lulas ralcirormee se 

identirica.n racilmente en cortes histol6gicoa fijados en rormol). 

Froqi,lidod opmOtica. En la. mayor parte de hemoglobinopatias. 

se observa una m.:Lyor resistencia. por el menor espesor medio de 

1011 eritrocitoer. 

Eleccrotoresio de bemoqlobinq. eatieto.ctoria la 

electrorora11ie en papel. pero reeulta mejor la base de gel de 

aga.r. 

Pruebo d• deonaturalizacion por 4\calis. Eeta prueba se 

utiliza para medir la H.l:>F. 

Estas pruebas. pueden demostrar la presencia de una 

hemoglobinopatia.. pero no di~erenciar de que tipo de hemoglobina 

se trata. y por loe tanto. podemos considerarlas como pruebas muy 

general ezs • 2,.t!, 14, 111.117.119.120 

Es importante eetudiar los padres del enfermo. para conrirmar 

el diagnóstico: de eer posible se estudiara eimultAneamente a 

toda la t'amilia. Ee i.nUtil eete estudio to.miliar en cualquier 

anemia hemo11tica cong~nita. yo. que. evidentemente. el origen de 

tal anemia seria diferente del factor hereditario. 
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La ma.yoria de las hemoqlobinopati.ae que prevalecen el mundo 

son tala.•em1as. que eon anemiae microciticae hereditaria•. Cada 

ano 100.000 nino• .. en todas partee del mundo. nacen con talasemia 

mayor. una tata.l enrermedad eanguinea. La talasemia menor es el 

oetado portador de esta qrave entermedad. Los proteeionalee de la 

salud pueden tacilment• identiticar a. pacientes que pueden tener 

to.laeemia menor a tra.v6s de una evaluaciOn de rutina de 108 

:indices eritrocitarios .. y el dias;rn6etico puede eer contirmado 

mediante la determinaci6n de HbA2 . Una vez conocidos a los 

individuos que tienen talasemia menor .. 

innecesario tratamiento de por vida. 

ee puede evitar un 

La educacion do 10!9 

pacientes podria incluir 1ntormac10n acerca del 

o.eeeoramiento de la preconcepciOn y una J:nlsqueda aeociada. El 

.reconocimiento del potencial para le.e ent"ermedadee cong6nitaf! y 

la subsecuente büaqueda o reterencia son las reeponeabilidadee de 

todoe loe pro~eeionalee de la ealud que ven pacientee antes y 

durante eua at'loe reproduct ivoa. 3. 7 

El diagnostico de las diter"ntes heimoglobinopotiae mediante 

la9 tecnica~ rutinarias de laboratorio. no han variado de manera 

eigniticativa en loa ültimos anos. ein eml::Jargo la instrumentacion 

de dichae tdcnicas ha tenido un avance importante. gracias a la.8 

nuevae tecnolog1aa aplicadas a la inveatigaciOn médica. 

En eeto:! últimoe anee. el diaqnOet.ico y la consideracion de 

pereonas atectadae de entermedade9 genéticas ho.n 

experimentado un cambio enorme. Hace algunas décadae. eOlo podia 

baea.rae en la interpretación de los eintomas para establecer un 
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diaqn6et1co, Frecuentemente ee. trataba de la ~reeencia de 

c•lulas anormales. viaiblee en microscopia Optica. De ente modo. 

•• descubri6 que individuo• de raza negra afectados por epieo41oe 

agudos de ataques cardiacos poseian glObuloe rojol!I en terma de 

hoz: d• <>hi •l nombr• de anemia de células talcitormee 

Cd.repanocito11il!I) que ea da a au afecciOn. Psralelamente a loe 

progreaoe de la bioquimica. algunas de esta• enrermedadee 

celularea pudieron explicar11e por la existencia de snomaliae en 

cierta.e proteinae. As1. loe quimicoe L. Paul ing y V. Ingrcm 

demostraron en 1949 que la drepanocitoeie ee debe a una forma de 

hemoglobina ano~al (hemoglobina Sl. incapaz de r:ijar 

correctamente • l oxigeno .104 

Fuera del OJ:nl:>i to netamente bioquimico. noe: encontra.moe ahora 

con diagnOetico• basado en el empleo de tl6cnicas gen6tica.s que 

nos perm1ten identificar y diaqnoeticar de manera eticaz. r&pida 

y contiable. los deeOrdenes moleculares que ee traducen en 

enfermedades diticilmente detecta.Oles mediante 

ordinarias de laboratorio. 

las 
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OBJETIVOS 
Determino.r la• dit'erente• compl icacionem ai11t•m1caa que !!le 

relacionan. ya ••• directa o 

manire•taciones clinica11 de loa 

hemoglobinopatia•. 

E•tabl•c•r la• implicacione• 

indirectamente. 

diferente• 

diagnOeticae 

con 

tipos 

de 

las 

de 

estaa 

complica.cion•• en la• hemoglobinopatia• de diversa 1ndole. 

• ActualizaciOn :biblioqrarica de loe avances mas recientes 

en la investiqaciOn diagnostica de loe diterentes tipo9 de 

hemoglo~inopatiaa. 



GENERALIDADES 

HEMOGLOBINA 
El eritrocito e• un traneportador quimico muy ericaz del 

comburente b&sico (oxigeno> y de uno de loa productos finales de 

la combuetion (C02>. Su membrana presente. una !!lemipermeabilidad 

dina.mica.. y mantiene dentro del eritrocito.. una concentrea.ciOn 

elevada de potasio .. no dejando entrar a.l sodio: en ca..mbio no 

ofrece ningUn ob•t4culo al paeo de loe ionee hidrOqeno .. cloruro y 

bicarbonato en ambos sentidos .. en runciOn del gradiente iOnico.102 

La hemoglobina ee rorme. en el eritrocito en deearrollo .. dentro 

de la m~dula Oaea. La tormaciOn mde rApida ocurre en el hematie 

de claee IXZ (normoblasto policromatOtilo) .. cuando se produce el 

80- aproximadamente de la hemoglobina que l levar6. el glObulo 

maduro. Aunque puede ~ormarae hemoglobina en el reticulocito Y~ 

en circunstancias especiales~ en el eritrocito no reticulado y no 

maduro; en circunstancias norma.lee eu ~ormaciOn e6lo tiene lugar 

en los normoblaatoe en desarrollo dentro de la mil!ldula óeea.. 103.106 

La concentraciOn de le. hemoglobina en la sangre preeenta un 

equilibrio en la producciOn y deetrucciOn de mol6culae de 

hemoglobina. En la. pereona normal el contenido hemoglol:>1nico es 

constante. por cuanto produce ion y deetrucciOn estc!Ln 

pertectamente equilibradas. 
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La cantidad real de hemoglobina total puede determinarse 

multiplicando la concentrac:l6n de hemoglobina por el volumen de 

sangre. Si la. concentraciOn de hemoglobina es de 1!5g/100ml (el 

promedio ~ara el hombre es de 16.3g; para la mujer de 14.~g). y 

el volumen total de eangre de aproximadamente !5 litros. la 

cantidad total de hemoglobina ee calcula como sigue: 

Hbtotal 

Hbtotal 

concentrae16n de Hb (g/ml) X volumen sanguineo Cml> 

0.15 X 5000 - 750g de Hb 

La vida de la mol6cula de hemoglobina ee de aproximadamente 

120 diae: au deetrucciOn co:incide con la del eritrocito. Si la 

cantidad total de hemoglobina que hay en el cuerpo en un momento 

dado ea de 750g. y la durac:i6n de la vida del eritrocito es de 

120 diae. la cantidad de hemoglobina ~ormada cada dia ee entonces 

de 6.2!5g. En caso de ee~uerzo max:tmo. por ejemplo. ei existe una 

enrermedad hemolitica. se ha calculado que la producc:ton de 

hemoglobina puede llegar a ser de 40g/dia. 

Cuando ee compenea una hemOlieie excesiva. hay deetrucciOn 

aumentada de eritrocitos ein producciOn de anemia. Generalmente 

se considera que el incremento en la producciOn de eritrocitos y 

de hernoqlobina ocurre aumentando la masa de precur!.loree 

eritroides. mae que aumentando la rapidez de maduración de cada 

eritr.ocito. aunque eete Ultimo proceso no ha sido completamente 

ax:c luido como ~ac·tor contribuyente. 

Si la destruccion de eritrocitos excede del eeruerzo maximo de 

la m~dula. se produce anem~a. La anemia se estabiliza cuando la 
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producciOn d• er:l.trocito11 y la deatrucciOn de los miemos ocurre 

en proporción con•tante. Aunque 1011 va1ores hallados paro. 

hemoglobina y eritrocito• no mean normal e•. no dieminuyen 

progresiva.mente a meno• que la duraciOn de ls vida del eritrocito 

l!le acorte, o que exi•ta interterencia en la actividad de la 

m6dula. La duraciOn de la vida del eritrocito es menor que la que 

puede compenaar una actividad mAxima la medula: en 

c~rcunetancia• ueualee el valor eubnonnal d• hemoglobina ee 

estabiliza. en una cit'ra que depende de la duracion de la Vida del 

eritrocito y del rendimiento medular maximo. 103 

ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA 
La hemoglobi.na .. es una hemoproteina. La parte protl91ea ee 

denomina globi.na: es incolora y coneita de cuatro cadeno.e 

peptidicae tormando complicadaB. En la molécula de 

hemoglob:l.na. el grupo hem eat& rodeado por doei paree de cadenas 

pol1peptidicae. La hemoglobina normal del adulto CHbA1> tiene doe 

pares de cadenae alt'a y beta. La cadena al~a poeee 141 

aminoac1doa empezando. dicha cadena. con valina y terminando con 

arginina. La cadena beta poeee 146 aminoacidoa; también hay 

valina en un extremo .. pero termina con hiestidina en el otro. En 

el adulto exiete ademe.e una pequeMa cantidad de hemoglobina fetal 

CHbF) en 1a cual las doe beta son eubstitu1daei por cadenas gamma. 

La cantidad de HbF es normalmente alta en la in~ancia y aumenta 

en ciertos eetadozs patolOgicos. Otro componente secundario de la 

hemoglo~ina del adulto ee HbA 2 • on la cual las cadenas beta son 

subeitituidazs por cadenas delta.lOZ 

l.4 



Si el orden de lo• aminoacidoe en la cadena peptidica di~iere 

de la• var1edade• al~a o beta habitualee .. o ei deja de ~ormaree 

una cadena .. o se produce una recombinaciOn anomala .. •• producen 

hemoglobina• anormales: existe otra variedad .. todavia mal 

conocida .. pero di•tinta d• lae menc:lonedas. cadenee 

peptidicae adoptan una diepoeic10n helicoidal. lo que le da a la 

mol•cula una eetructura esf'eroide. Se unen a las cadena• 

peptidica• cuatro grupos terroport:lrinicos Chem). El enlace entre 

hem y cadena pept1dica ee debe a la hietidina cuyo grupo imidazol 

dtuutmpena un papel f'undamental en la amortiguac16n :fónica. El 

hem .. a eu vez. ea una porf':lrina de hierro. o !lea .. un compueeto 

c1cl1co f'ormado por cuatro anillos pirr6licos enlazados por 

puentee .:cH. y unidos al hierro por atemos de NitrOgeno. La 

hemoglobina re•ultante ee aproximadamente eef'~rica Cel:lpeoidal). 

La estructura de la hemoglobina puede eer dividida en cuatro 

categorias. (1) La estructura primari4 e• la composición de 

aminoAcidoa y la eecuencia de lae cadenae de polip6ptidoe. (2) La 

eatryctura aocyodaria son lal!I 4reae helicoidalee alra de la 

cadena de polip6ptidoe en un espacio tridimensional. (3) Lo 

eptructyra twrciAJ:..i.A ee la relaciOn espacial de las areae 

helicoidales alra en la mol~cula plegada. (4) La estructura 

cuaternaria ea la apropiada (la estructura ~uncional). en la que 

quedan e•tablec:ldoe loe puntos de contacto y lae posiciones 

relativas de las cuatro cadenas de polip6ptidos que constituyen 

la mol6cula de hemoglobina .122 

En la investiqaciOn para determinar con mayor certeza los 

componentes de la hemoglobina.. TJ Shen y colaboradores. han 
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construido un plaamido <pHE2 > en el cual los genel!!I humanos 

sint~tico• de la• globinaa alta y beta. y el gen de la 

aminopeptida•a de la met1onina d• la Escherichia coli. aon 

expresado• bojo el control de promotores "tac" -promotores de 

ta.ctoid••- separadol!!I. La• hemoglobinas fueron expreeadae1 en E. 

col 1 JM109 y purificad.a mediante una cromatograr j,a 1 iquida de 

prot•ina produciendo dom componentes principaloe. "'a" y "b". La 

e11pectrometria de maaas por electroepray. demueetra que por lo 

menos e1 98'1i y cerca del 90* de los cambice expresados en las 

cadena• alta y :beta del componente "a". tienen. reepectivamente. 

la mall!la eeperad.s. El 10• restantes de la cadena beta en e 1 

componente "a•• corresponde en maea la cadena beta de la 

metionina po•:itivo.. En el componente "b". tanto la cadena alf'a 

como la beta tienen loe masa" correctas ein la detecci6n de la 

metionina N-t•rminal (menos del 2%). Eetos reeulta.doe han 9ido 

confirmados por el!!!ltud:i.021 de degradaciOn Edman de la eecuencia 

amino terminal de lae cadenas 5lfa y beta de eetoer dos 

recoml:li nontee de la hemoglobina CrHbl. Los rHbe de loe 

componentes "'4" y "l:>" exhibieron un espectro óptico vieible 

iddntico al de la hemoglobina normal del adulto (HbA). El 

componente "a" y la HbA tienen propiedades muy eimilares de 

afinidad por el oxigeno. pero el componente "b" muestra alguna 

alterac10n a este respecto. especialmente a valoree bajel!! de pH. 

El espectro de IH-NM:R del componente "a" y el de la HbA !Ion 

esencialmente i.ddnticol!!I. mientra.e el del componente "b" exhibe 

una alteracion en OJ. anillo a nivel del protón de re:sonanc:ia en 

las traslaciones hiperfina y normal. indicando alteraciones en la 
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conformac16n del hem en la cadena :beta. E!lta alteraciOn en loe 

patronea de reaonancia pueden ser caml:>iadoe a aquellos de la Hl:JA 

convirtiendo el componente "l:>ºº al estado t6rrico y luego al 

estado deoxy y reqreeandolo. finalmente. a la tormo. carbomonoxy o 

l:>ien .. a la torma oxy.107 

El peao molecular de la hemoqlol:>ina difiere según loa 

resultados obtenidos por diferentes investigad.oree. l!!!!liendo 68000. 

66700 y 644~0 1021 valoree mas comunm.ente aceptadol!!!!I. La mol6cula 

de hem es uno de loer productos tinalee del anaboliemo de los 

portirinas durante el cual se construye la complicada estructura 

a partir de eul:>stancias relativo.mente simples. fundamentalmente 

succinilcoenzima-A y glicina. 

Se conocen muchas alteraciones patoloqicae debido.e a 

deticiencia de alguna etapa de eeta complicada :!llintel!!!!lis; pero 

aOlo dos tienen importancia hematolOqica. porque dan lugar a 

einteail!I anor:nal en el eritrocito o eue precurll!!loree.1o2 

QUIMICA DE LA HEMOGLOBINA 
El orden en que eatan colocados los aminoacidoe que forman las 

cadenas pept1dicae alta y beta. ee hallan bajo control gen6tico. 

y eu einteeie tiene luqar en la eta~a temprana del deearrollo del 

normobla!Sto. Se ha compro:bado la importancia de una organización 

adecuada de loe aminoacidol!!!!I durante la einteeis de tale e 

proteinae comparando la eetructura molecular de la hemoglobina 

normal con la obtenida de pacientel!!!!I que eufren hemoglobinopatiae 

diversas . 103 
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De las 30 porcion•• peptidicae que.. aproximadamente.. ee 

obtienen de la hemoglobina por digestiOn triptica. y mediante 

calor. utilizando electrororeeis y cromatograr~a .. eOlo un p~ptido 

de la hemoglobina de la c6lula. ralcirorme diriere del normal. Loe 

an.Sli•i• del pclptido anormal revelan que un residuo de &cido 

glutamico ha •ido eubstituido por val ina. Un el!!ftudio l!limi lar 

o:tectuado con la hemoglobina e indico que el mil!!lmo pttptido era 

anormal. pero en este caso el acido glutdmico habia sido 

sub•tituido por lieina. En amboe caeos el pttptido anormal era un 

componente 

ulteriore• 

de 

d• 

l<l 

1<1• 

cadena peptidica 

hemoglobinas E. 

beta. :Inveertigaciones 

o .. r demostraron 

substituciones similares de amino4cidoe en otros péptidos de las 

cadenas alra y beta. Eetoe estudios revelan que la simple 

variación de un eOlo aminoacido entre 300 de la mitad de la 

molttcula de hemoglobina puede eer la dit'erencia entre estado de 

salud .. invalidez moderada .. y enrermedad mortal . 103 

La estructura qu.1mtca de los dos gene.e que parecen intervenir 

en la produccion de hemoglobina ee la que detennina la suceeiOn 

de amino4cidos en lae cadenas peptidicae. cualquier alteraciOn de 

la estructura quimica de loe genes. a su vez. alteraria la 

sucesiOn de c.mtnodcidoe en la mol~cula de hemoglobina. Como loe 

genee eon macromoléculae que se autoduplican. cualquier anomalia 

e•tructural a• transmitiría de una generaciOn a la siguiente. Que 

el e:tecto de tal anormalidad sea o no cl1nicamente importante .. 

parece depender de la porción de la cadena pept~dica at'ectada. 

La moliltcula d• hemoglobina contiene cuatro grupoe hem. Las 

enzimas neceeariae para laa etapas iniciales y terminales de la 
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sinteais del hem se hallan en la.a mitocondrias. mientras que las 

necesaria• para las etapas intermedia• •• encuentran en el 

citopla.am.a. La •1ntes1• de la .t'orma tetram41rica r inal de la 

hemoglobina •• produce en el citoplasma. Loe polirriboaomaa 

sintetizan cadena.11 al ra de la globina. reacciOn cuya rapidez 

depende de la preaencia de cadenas alra librea. y liberan 

eapontaneam•nte eetae cadena•. La• cadena.a al ra l ibrel!I parecen 

unir•• a la• cadenas beta cuando todavia ee encuentran sobre loe 

pol irriboeomas. pasando aei a 1 e itop laemo. eubunidades al ta-beta 

libres. El hem. a:bandona la mitocondria y se coml:>ina con cada 

cadena del dimero. Finalmente se juntan las dos eubunidadee 

alra-beta para rormar la t•trada de hemoglobina completa. El hem 

se adapta a una zona muy hidro.toba de la euperticie de cada 

cadena de globina y se conserva en contacto con hietidina y otros 

grupos quimicoe vecinoe en dicho lugar gracia.e a tuerzas de van 

der Waal. El ox.1geno es transportado a eetoe lugaree en un 

ligando con •l ion terroeo del hem y el re!!liduo distal de la 

histidina . 103 

Como se menciono anteriormente. el hem ee una estructura 

por.t'irinica ciclica que contiene un atomo de hierro quelado. y se 

ha comprobado que t'orma parte de la eertructura molecular de la 

mioglobina. loe citocromoe.la peroxidaea y la catalaaa. igual que 

de la hemoglobina. Las por~irinas eatan ampliamente diatribuidae 

en la naturaleza y s• encuentran tanto en plantas como en 

animales. sirviendo a diversos procoaoe metab611coe vitale!!I. Un 

ejemplo de loe anterior lo tenemoe en la clorot'ila. que aiendo 
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esencial para la totoainteeis (y por lo tanto para la vida en la 

tierra). ea un compu••to magn•aico de portirina.102,106 

El hi•rro que •• a.beor~e con lo• alimentos. ae1 como el que ae 

libera al ••r destruida la hemoglobina. •• almacena. como 

"ferritina... que es hid.rOxido d• hierro unido a una proteina 

llamada apoterritina. 

Cuando •xiet• una deatrucciOn local excesiva de sangre (en una 

contueiOn .. por ejemplo) .. la cantidad de hierro liberada es mayor 

quo la territina d1epon1ble y el exceso ae deposita como grAnulos 

microecOpicoe de "hemoeiderine.". 

En los al:!mentos. el hierro ee presenta .. eobre todo. bajo la 

forma de ea le• terricaa (principalmente aunque se 

absorben con mas facilidad loa iones térricoe. El HCl del 

estomago ~acilita la absorciOn de hierro. tal vez impidiendo la 

oxida.ciOn de aalee terroeeu' a t6rricc.s.. puee encuentran 

veces anemia• puras por deficiencia de hierro en hombree y 

mujeres que presentan aclorhidria absoluta. 

El hierro ee abeorbe en el duodeno y lae primeras porcionee 

del intestino delgado. En la mucosa intestinal loe iones ~erroeoe 

son oxidados a la ~orma r~rrica. que ee une a la proteina 

apo~erritina para ~ormar ~erritina. El hierro t~rrico circula en 

el plaema unido a la albUmina beta-1 llamada "transferritina", o 

''eideroti l ina", quet euminietra una capacidad de ~1 JaciOn de 

hierro de 300 a 350 microgramoe por 100 ml de euero o plasma. El 

contenido normal de hierro es de 7~ a 1~0 microgramoe por 100 ml 

de !!luero .102.10& 
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La globina debida al deedoblamiento de la hemoqlobina se 

metaboliza haata mninoacidoe. que vuelven a la reserva general. 

FUNCIONES DE LA HEMOGLOBINA 
La• runcionee de la hemoglobina son las siguientes: 1) 

traneport• d•l. oxigeno de loa pulmones a loe tejidos y d.el 

b16xido de carbono de loe tejidos a loa pulmones. y 2) 

participaciOn en la regulaciOn acido-bAaica eliminando C02 en lol!!!I 

pulmones y amortiguando loe cambiol!!!I de pH por acciOn de lol!!!I 

grupos hietidinaimidazol de la hemoglobina. 

En loa pulmones. el oxigeno ee ditunde 

delqadal!!!I paredee de loa alveolos y de loa capilares. y ee t'ijado 

en seguida por la hemoglobina reducida; o 2 + Hb - Hb02. Al llegar 

la :!!!langre a lo., tejidos. donde la teneion de oxigeno ee baja. la 

oxihemoglobina ee dieocia y el oxigeno ditunde e lo.1!!1 c~lulae 

tieularee. Al mismo tiempo. la tenl!SiOn de C02 es alta en las 

c•lulae y el liquido que la.e rodea. Dentro de loe eritrocitos. la 

anhidro.esa carbOnica acelera la reaccion C02 + H20 --> H2C03 --> 

a+ + Hco3 -. La hemoglobina reducida (dado que acaba de ce~er el 

oxigeno de los tejidoe) tiene una accion amortiguadora muy 

potente y neutraliza los ionee H+ liberados en la reacciOn 

anterior. Loe iones HC03- ealen de los c¡;¡lObulo~ rojoll!!!I y ee unen 

al Na+. mientras que los ionee c1- del Nc.Cl del plaema. ditunden 

al eritrocito y compenean la p6rdida de HC03- ("intercambio de 

cloruroe"). En et!!lta f'ormo.. cerca del 70% del C02 producido en lo~ 

tejidot!!I. despu~e de tranetormado en Hco3 - por la anhidrosa 

carbOnica en el eritrocito. ee transportado en el plaema bajo la 
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ron:na de bicarbonato ein moditicar el pH de la sangre. Ademas. un 

20- del C02 ea transportado bajo la torma de un compueeto con la 

hemoglobina reducida (carbohemoglobina). Cuando la eangre regresa 

a loa pulmones. el proceso ea invierte: la anhidrasa carbOnica de 

loa eritrocitoa libera. del 4cido carbOnico <H2co3 -). el co2 y el 

H20: para "a.limentar" esta reacciOn .. el Hco3 - del pla.ema paea a 

loa eritrocitos .. y loe cloruros salen de ellos. La hemoglobina 

libera H+: 14 carbohemoglobina se disocia: y la hemoglobina 

reducida ya puede volver a fijar oxigeno. Un gramo de hemoglobina 

ee combina con 1.34 ml de 02 aproximadamente 

HU~ner) _ 103.104 

CATABOLISMO DE LA HEMOGLOBINA 

Ctactor de 

El eritrocito viejo pro~cblemente se vuelva mas eetérico. 

dieminuyendo eu di&netro Cmicro=ito): también puede volverse 

irregular. y termina tragmentandose en pequena~ particulae. Eetoe 

:fragmentos eon recogidoe por lae célula.e reticuloendotelialee de 

la pared de los sinusoidee del bazo y del higado. Dentro de estas 

célulais. el ctnillo del hem se abre. el hierro se separa y la 

glol:Jina es liberada. El residuo .. que ya no contiene hierro ni 

proteina .. ee la bilive.rdina .. que luego !!e reduce a bilirrubino.. 

Este pigmento biliar ea llevado por la sangre en combinaciOn 

inestable con las proteino.9 del plasma (eobre todo albUmina). En 

las célula.a del higado la bilirrubina ee separa de la proteina y 

ee ~ija al a.cido glucuronico. para formar el diglucurOnido de 

bilirrubina hidroeoluble. que excreta en la bili!I. La 

bilirrub:ina en si. as1 como el proteinato de bilirrubina .. son 
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eolubles en loe lipidoe y eue solventes. pero no en agua. Por lo 

t~nto. son incapaces de uniree directamente con el 4cido 

diazoeulranilico para torm.ar el azocolora.nte rosa d• la reacción 

de Van den Berqh. Para dar eeta reaccion. la bilirrubina. primero 

debe eer puesta en eolucion alcohOlica.. conoci~ndose entonces 

como bilirrul:>ina .. indirecta". La bilirru.bina normal del plaema. y 

las cantidades elevadas que contienen en loe eetadoe que ee 

acompanan de deetrucciOn excesiva de eritrocitos. por ejemplo. en 

las anemia.e hemoliticas. da reacción indirecta de Van den Bergh: 

por la miema razon (insolubilidad en agua). no ee excreta bilis 

en la orina de pacientee con anemia hemolitica. Sin embargo. en 

les. ictericia obetructiva. en la c¡ue las vias biliaree estan 

obstruidas. la bilirrubina atraviesa las celulaa hepe.ticas. ee 

transtorma en qlucuronido hidroeoluble y da la reacc16n directa 

de Van den Berqh: pero el!!lte cuerpo vuelve a eer abeorbido a la 

eangre debido a la obetrucci6n de lae viae biliares. 

Protundizando un poco eobre todo lo anterior. podemos decir 

que la dee1ntegraci6n del hem a pigmentos biliares tiene lugar en 

la tracci6n microeOmico. de lae c~lulas reticuloendoteliales. El 

hem primero se transtorma en biliverdina por accion de una enzima 

m1croaOm1ca. la oxigena.ea del hem. liberando hierro. Eeta es la 

etapa que limita el ritmo de la deeintegracion de la hemoglob~na. 

y requiere oxigeno molecular y NADPH. El hierro es devuelto al 

rondo comUn ~erruginoeo y se utiliza de nuevo para tormar 

hemoglobina. 

La biliverdina se reduce luego a bilirrubina por otra enzima 

microsOmica dependiente de NADPH. la reducto.!!la de biliverdina. 
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La actividad de ambas enzimas es muy inten9a en el 

y puede aer inducida en otras c6lulae: 

bazo e higado 

del eietema 

reticuloendotelial. En lo• macrO~agoe procedentee de animales de 

experimentación. la actividad enzimatica puede moetrar adaptaciOn 

reguladora en reepuesta a la carga de 11ul!!ltrato. En la rata .. ee 

logro identificar lae c•lulas hep&ticas que tagocitan a loe 

eritrocito•. E11ta. poblaciOn celular e~pecial guarda una buena 

correlaciOn con el nivel de oxigena.ea do hem en loe microeomae. 

Los reeulto.doe de estos eetudios perecen indicar que el higado y 

el bazo cumplen tunciones semejantes en la destrucciOn del 

eritrocito y el desdoblamiento de lo. hemoglobina. Luego la 

bilirrubina ee liberada de las c6lulas reticuloendoteliales hacia 

el plasma. donde ee fija a la albUmina y es traneportada o. lae 

c6lulas parenquimatosas del higado. .Ahi en los microzsomae 

hepAticoe:. 

:b:l.lis. Si 

ee conjuga con acido glucurOnico y ee eliminada con la 

el higado no puede llevar a. cabo adecuadamente tal 

conjuqacion. se produce una concentraciOn elevada de bilirrubina 

'"de acciOn indirecta" en la aanc;¡re. Si hay dit'icultad. para la 

excreciOn de la forma conjugada por •l eietema biliar. se produce 

en la sangre un aumento d.e bi l irrubina de 11a.ccion directa". Que 

la bilirrubina proporcione reacciOn "ºdirecta'' o "indirecta". 

depende -como se menciono anteriormente- de la presencia o 

auaencia de conjugaciOn con el acido glucurOnico. La enzima 

traneterasa que exiete on loe microaomae de las c6lulae 

hep6tica.e. y el acido uridin-diroetoglucurOnico. eon necesarioe 

para que ocurra tal reacciOn. Se ha Z!IUpueeto que el exce!!o de 

bilirrubina no conjugado. que se descubre en el reci6n nacido 
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depend.eria d• un desarrollo inadecuado del sistema de conjuqacion 

glucurOnic1o .1o1 

En el 

b:i l irrubina 

globalmente 

:intestino .. la acciOn de lat!!!I bo.cteria11 l!!llobre la 

origina productos de degradaciOn de lile ta que 

recib• •l nombre c1e urol:>ilinOgeno recal. 

Aproximadamente la. mitad d.e dicho urobi l inOqeno es rea:bt!lorbida 

del inte•tino y vuelve a circular por la sangre para eer 

eliminada nueva.mente por el higado. Eete ee el origen del 

urobilinOgeno en la bilis hepatica. y de la pequena cantidad del 

mismo que ee pierde con la orina y recibe el nombre de 

urobilinOgeno urinario. La excrecion diaria normal de 

urobilinOgeno urinario es de o a 3.5 mq. 

La cantidad de urobilinOqeno ~ecal en lo.e hecee. puede medirse 

y ee cpmprobara que varia entre 40 y 260 mq/dia. Como la cantidad 

de uroOilinOqeno ~ecal excretado depende de la cantidad de 

bilirrubina secretada por el higo.do con la bilie. se ha utilizado 

come indice de deeintegraciOn de la hemoglobina. Sin embargo. la 

hemoglobina proveniente de loe eritrocitoe no ee la Unica tuente 

de urobilinOqeno. y la excreciOn de urol:>ilinOqeno fecal no 

aiempro mide con exactitud la destrucciOn de eritrocitos. 

Estudiando la excreciOn de eetercobilina. uno de loe componentes 

del urobilinOgeno recal. se ha comprobado que hasta el 11- debe 

provenir de ~uente:s que no son la deeinteqrac iOn de eritrocitoe 

maduro11. No ae l!!labe aun ei el lo repreeenta la dee:integracion de 

c"lulas en deearrol lo mientras se hallan todavia en la mddula. o 

si depende de alguna via de portirino. no hemoglobinica. En 

algunos estados patolOgicos la cantidad de eetercobilina no 
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provenient• d• hemoglobina s• eleva hasta el 50-. Si e• produce 

hemOli•i• intrava•cular la hemoglobina queda liberad.a. y 

r6.pidamente •• fijada por la haptoglot>ina. E•ta es una alfa-2-

glucoprot•ina que ... coml:lina ••tequiom6tricamente con la 

hemoglobina formando un complejo estable. Como la concentraciOn 

pla11mAtica de haptoglobina ea de 0.04 a 0.1 g por 100. unol!!t 100 

mg d• hemoglobina son fijados por 100 ml de ple.ama. El complejo 

de haptoqlobina-h•moglobina e• demasiado voluminoso para eer 

filtrado por el rift~n y no aparece en la orina. En el higa.do. el 

hem y la hemoglobina abandonan el plasma. y eon deedobladoe por 

laa celulas hepaticas. no por lae c6lulae de Kuprer. 

Cuando la hemOlieis intravaecular proeigue por largo tiempo. o 

la cantidad de hemoglobina libre ea eu~icientemente grande. queda 

superada la capacidad de fijaciOn de la haptoglobina plaematica y 

aparece hemoglol:>ina 1 ibre en la orina. La hemoglobina 1 ibre ee 

eliminada del pleusma mas rapidamente que el complejo de 

haptoglobina-hemoglobina. Aunque la permeo.bilidad del glornérulo 

para la hemoglobina libre es relativo.mente '.bajo.. reeulto. 

netamente mayor que para la albUmina y otrae proteinae de peso 

molecular similar. Eato puede explicaree. en parte. por el hecho 

de que la hemoglobina tiende a dieociar9e en dimeroe alra-beta. y 

el pH y la concentraciOn iOnica fieiolOgicoe del plasma. La gran 

masa de hemoqlobina ~iltrada por el glomérulo en la mayor parte 

de trastornos clinicoe con hemoglobina ee reab:sorbida por los 

tübuloe proximales. Ah~ ee libera hierro que ee reabsorbido hacia 

el plasma para ser utilizado de nuevo. Lo. qlobina. de una parte. 

y la portirina. de otra. eon rapido.mente catabolizadae y 
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utilizadas d• nuevo. Aei puee.. la c6lula tubular proximal se 

parece a la c•lula reticuloendotelial por su capacidad de 

cone•rvar el hierro d• la hemoglobina. 

Por el•ctrororesia a• han id•nt~t'1cado varioe t1poe de 

haptog-lob>1na y su tranemieion.. e• ha comprol:>ado.. el!I regida 

g-eneticamente. No •• ha demostrado n:tnguna ventaja eelectivo.; 

todas tienen co.pacidadee de r :t jacibn eimi laree. La 

~emideeintegracion de la haptoglob>ina parece eer del orden de 5.4 

diae. Se ha comprobado que la concentracion de haptoglobina 

dieminuye en todos loe eetado~ hemoliticos y en la enfermedad 

h•patocelular crOnica. Eeta aumentada en el cureo de inreccionee 

aguda.e o cr6nicae y cuando hay deetruccion o proli'feraciOn de 

tejid.oe. 

METABOLISMO DEL HIERRO 
El hierro r•rrico coml:>inado con la apoterritina de las célulae 

de la mucosa .. queda rijo (excepto en condiciones de hipoxia) y ee 

pierde cuando •etas celulae ee deecaman. Probablemente. el hierro 

de la alimenta.ciOn que se absorbe y pa~a al plasma pe%inanece en 

estado t'erroeo y puede formar complejos laxos con aminoacidos de 

donde es recogido por la traneterrina del plaema para llegar 

hasta el higa.do. 

Norm~lmente .. se abeorbe del 7 al 10- de la alimentaciOn; 6sta 

representa un promedio de 

mq/dia). 

mg al d:!.a. Climitee .. de 0.3 a 2 
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La absorciOn aumenta cuando dieminuyen las reservas de hierro 

del organismo o del plasma. de manera relativa o al:Jsoluta (por 

ejemplo. en la• anemia• por d•ticiencia de hierro. crecimiento. 

embarazo. lactancia. y lo• 3 a 6 dias que siguen a la p•rdida de 

eangre importante) o tamt>i•n en condiciones de hipoxia. En estos 

caeoe. parece aumentar la reducciOn del hierro t•rrico de la 

ferritina de la c•lula de la mucoeo. intestinal. a la ton:no. 

ferrosa. que puede pasar a la eangre. La ditsminuciOn resultante 

de hierro fijado en la c•lula de la mucoea significa mas 

al:JsorciOn de hierro de loe alimentos. Este mecanismo podria 

intervenir en la anemia perniciosa. anemias hemol1ticae y anemia 

re~elde acompanada de hiperple.eia del eritrocito. Ee todos estos 

caso• puede hal:Jer una dieminuciOn de hemoglobina sin que. por 

esto. se reduzcan las reeervo.e de hierro del plaema o del reeto 

de la economia. Teunl:>i•n aumenta la abeorciOn en la pol icitemie. 

vera y la hemocromatoeie primaria. 

Lae necesid.adee de hierro~ eon del orden de 1 mg/dia en el 

adulto. La excrecion urinaria repreeenta aproximadamente 0.2 

mg/dia. y ee pierden de o. 7 e. o. B mg/dia por deecamaciOn de 

c6lulaa cutaneae y d.el tubo digeetivo. por el sudor y por la 

b~lia. Aparte de lae neceeidadee basteas. se requieren de o.e a 1 

rng/dia euplementarioe para el crecimiento. la menl!!ltruacibn y la 

lactancia. Durante la l!!legunda mitad. del embarazo. eon neceearioa 

de 2 a 3 mg mAe por d~a. 

En el adulto normal. el hierro total ee de 3.~ a 5 g. Entre 65 

y 7()'.15 de eete. cantidad ee encuentra en la hemoglobina: de 20 a 
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2~~. como hierro de reeerva; 3- en la mioglobina; 1- en enzimas a 

base de hem y traneterrina. y el resto en divereoa lugaree. 

El hierro de r•••rva ee divide en partee aproximadamente 

iguale• entre la territina y la hemoeiderina. La t'erritina ea una 

variedad tina.mente di•perea. formada por hidróxido t6rrico unido 

a una proteina especial. la apoterritina (P.M. 460000). La 

apoterritina contiene d• 20 a 23• de hierro de tacil intercambio, 

que paea a la torma terrosa antes de unirse a la traneterrina que 

lo transporta. Se piensa que la liberaciOn maeiva de t'erritina .. 

durante la anoxia que acompana al echock. interviene en la 

a~a.riciOn de choque irreversible. La hemoeiderina ee una variedad 

mae burda de hierro de reserva. que 9e forma al perecer cuando el 

dep6e1to de hierro sobrepasa la cantidad de apoterritina. 

disponible. De acuerdo con esta hip6teeis. la hemosiderina 

Contiene de 25 a 33• de hierro. Eete ee intercaml:>ia lentamente y 

con dificultad. En las c•lulae reticuloendotelialee que la 

ragocitan. la hemosiderina ee inofensiva; pero ei llega a 

depoaitaree en c6lulae parenquimatol!!llas o del estroma.. produce 

leaionea celulares y tibroeie.102.104.106 
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CLASIFICACION 
DE LAS 

HEMOGLOBINOPATIAS 

En el hombre.. se han descrito maa de 100 hemoglobinopatial!I 

anormales .. pero han sido pocal!I la .. asociada.e con alguna 

entermedad clinica. Un eiutor <Heller) ha propuesto una 

clal!lificaciOn de la• hemoglobinopa.tiae cuya base e:sta dada por 

.. u .. caracteristicaa funciona lee: • 103 Tal clazsificaciOn . la 

siguiente: 

Grupo 1. Hemoglobinas anormalee ain alteraciones fieiol6gica.s. 

E• el mayor grupo; esta.e hemoglobinas mutantes tienen 

inter~e gen~tico y bioquimico~ 

signiticancia clinica. 

Grupo 2. Hemoglobinopatiae "de agregaciOn". 

Las hemoglobinopatias S y C ee 

pero carecen de 

incluyen en este 

grupo: se producen c4.mbios estructurales en el 

eritrocito al ~ormaree tactoides de hemoglobina S y 

cristales de hemoglobina C. 

Grupo 3. S1ntoei9 ''no e qui 1 il:>rada" de hemoglobinas. 

Este grupo eeta ~orrnado por los sindromee de 

talasemia en cuales un tipo de cadena 

hemoglobinica ee sintetizada en proporci6n mucho 
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mayor que otras cadenae hemoglob1nicas: lae cadenas 

en exceso precipitan como cuerpoe de Heinz* .tal ee el 

ca•o de lae hemoglobines D* E y H. 

Grupo 4. H•moglobinae inestables. 

Eeta• hemoglobinas. que suelen incluir una 

eubstituciOn de a.mino4cido en la regiOn de fijaciOn 

al hem .. son eeneibles a la deenaturalizaciOn 

oxidativa precipitando cuerpos de Heinz. A este grupo 

pertenecen las hemoglobinas Zurich. Colonia. Seattle 

y muchas mas. 

Grupo~. Hemoglobinas con función hem anormal. 

incluye las hemoglo~inas M que se 

metahemoglobinemias: lae hemoglobina.e 

Eete grupo 

acompatian de 

Cheeapeake. Rainer y otras. que tienen gran afinidad 

por el oxigeno con policitemia compensadora: y la 

hemoglobina Kansae. y otra.e. que tienen afinidad 

dieminu1da por el oxigeno. 

Hacia 19~7. M. Wintrobe dividiO las anormalidades en la 

s1nte!!!ie de hemoglobina en 

mol~cula prot~ica anormal 

tres 

(por 

grupos: 

ejemplo. 

1) la producciOn de una 

el caeo de la anemia 

talci~orme>~ la cual resulta ueualmente de la eubetitucion de un 

am1noacido en una de leus cadena.e polipeptidicas normales; 2) la 

reducciOn en el rengo de la sintesie de proteinae normales. como 



el ob11ervado en la• talaaemias; y 3) el desarrollo de anomalia.s 

ta.lea como la perai•tencia hereditaria de hemoglol:>ina :retal .122 

Al parecer. haata la :techa. no se ha hecho un es:tuerzo 

adicional por recla•iricar laa hemoglobinopatiaa. de tal modo que 

la cla•iricaciOn dada por Heller aigue 11iendo v&lida .. al meno• 

para tener una idea del tipo de hemoglobina que ha •ido 

coditicada de manera erronea. 
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HEMOGLOBINOPATIAS 
CLINICAMENTE IMPORTANTES 

CDESCRIPCION Y COKPLICACIONES ORGANICAS) 

Las complicacione• que lae diterentee hemoglobinopatiaa pueden 

originar. •on de di.terent• consecuencia y dependen del tipo de 

alteraciOn de que •• trate. De este modo. existen complicaciones 

auditiva•. ott&lmicaa y Oseas. siendo estas Ultimas lae maa 

documentada11 en inveatiqacionea recientee. La Tabla l. muel!lltra la 

compoeiciOn parcial de aminoAcidos en la cadena beta humana 

normal y en algunas hemoglobinas con cadenas beta anormales. 

En M6xico. no existen datos estadi~ticoe que avalen un 

porcentaje digno de credibilidad relacionado con la frecuencia de 

las anemias provocadas por lo" di terentes tipoe de 

hemoglobinopatias. 

En eista enfermedad. el detecto ee !fitü.a en la cadena beta. En 

este caso~ el &cido glutamico de la posición 6 es substituida por 

valina. En el sujeto homocigoto se encuentran las c6lulas 

ralcirormes caracteristicas cuando desciende lCL tensiOn de 

oxigeno de la sangre. Lo11 trotis realizados en torma habitual 

muestran un nümero variable de c~lulas ~alcirormes con c6lulae 
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TABLA 1. Composición parcial de amino4cidoe en alqunoe tipoe de 
hemoglobina•.~º• 

Poaicione11 en la cadena beta de la hemoglobina 
Hemoglobina 

1 2 3 6 7 26 63 67 121 146 

A (normal> Val-His-Leu Glu-Glu Glu His Val Glu His 

s Val 

e Lis 

Ge-n .,:r.,._. Gli 

E Lis 

Me-->c-tc:>Cllr\. Tir 

MM2.1.---...:i.c-- Glu 

o ....... _b2.- Li9 

:blanco. hipocromaeia y poiquilocitoeia. La hemoglobina mutada 

tiene la propiedad de polimerizar cuando ee encuentra en 

concentración alta en loe eritrocitos (eujetoe homocigotos. con 

las d09 copias del gen beta at'ectadas). y cuando e eta 

desoxigenada. Laa macrot'ibras de la hemoglobina t'alcitorme. 

conaiaten en hilera.e doblee. de cadenas dobles antiparalelae 

retorcidas alrededor de una pa.rticula. eje. Bajo condicionee 

apropiadall!!t. las dos hi lerae externas pueden disociarse de la 

particula eje. Eetas estructuras retienen la torcedura helicoidal 

de la macrotibra. origen y lentamente ee disocian en mon6meroe en 

un periodo de varias horas. Loe hiloe doblee individuales no ee 

han obeervado nunca. sugiriendo que Unicamente lo" paree 

antipara.lelos eon enerqditicamente tavorablea.110 La mutaciOn S 
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crea contactos entre lae mol~culaa de HDS desoxigenada.. que 

polimeriza.n en largas ribras Ccuerpol!!I eemicristalinol!!I llamados 

"'tactoid•• .. >. Eetas tibra.a c1an al eritrocito .. u rorma 

cara.cteri•tica en hoz CtalcitormaciOn> y hacen que el interior de 

la. celula. eea muy vil!!lcoeo cuando la concantraciOn de oxigeno ee 

d•bil. Se produce una altera.ciOn pronunciada. e irrevereible de 

los eritrocito• y estos aon eliminados de la circulacion. Tambidn 

puedan bloquear vaeos pequet'loe y ca pi laree. dieminuyendo toda.vi a 

mas la tensiOn de oxigeno. creando de eeta me..nera un circulo 

vicioso .10~ 

En presencia. del rasgo de c~lulas talcirormee Cheterociqotos). 

no se encuentran este tipo de eritrocitos en loe trotis. pero si 

se reduce la teneiOn de oxigeno. hacen eu aparicion. aunque en 

menor nümero que en el homociqoto. La entermedad es casi 

exclusiva de la raza negra. 

Loe estudioe por electrororeeie muestran que en el homocigoto. 

la HbS repreeenta caei el total de la. hemoglobina. eiendo el 

reato de ella. H:t>F. En el heterociqoto. la HbS constituye el ~0% 

o menos. en tanto que el reeto es Hl:IA. Los eujetoe portadores del 

rasgo Cheterocigotosl son aeintomaticoe. En el caso de anemia de 

c6lulaa ralcitormes Chomocigotoe). ee encuentra anemia. crisis 

hemol1t1ca. Ulceras en las piernae. dolores abdominales y muchos 

otroe l!!lintcmas. 

Cabe encontrar combinaciones de hemoglobina S con otra.e 

hemoglobina. anormales .. que incluyen. en orden de gravedad clinica 

decreciente. la talasemia y las hemoglobinas C. D .. E y G. La 



hemoglobina D preeenta la miema movilidad electrotor6tica que la 

HbS .. pero •• distingue de «teta por eu mayor solubilidad.102 

Exiete un incremento en las evidencias que eugieren que la 

peroxida.ciOn de lipidoe ~n vivo puede eer un factor importante en 

la anemia t'alcit'orme homocigota CHb99). La vitamina E es el 

principal a:itiox:idante lipoeoluble en plaema .. y eeto. vitamina .. 

asi como el coleeterol .. ee transportada -en plasma- casi 

exclusivamente por lipoproteinae. Loe bajoe nivelee de vitamina E 

plaematica .. eetan acompat'iado!I con bajo11 nivelea de colesterol 

plaem6tico. Esto eugiere que loe bajoe nivelee de esta vitamina 

en plasma en pacientes con anemia t'alcitorme. pueden eetar 

relacionadoe con el decremento de loe niveles de acarreadoree de 

lipoproteinae.2' 

El ca.racter de c6lulae t'alcitonnee y la anemia drepanocitica 

se han obeervado ca~i exclueivamente en la raza negra. La 

trecuencia del caracter eemilunar varia eegUn lae diterentes 

partee del mundo. 

La anemia de c~lulae talcitormee ee caracteriza por la 

aparición de eintomas en practicamente todae partee del cuerpo; 

existe una amplia variación en lae manirestacionee clinicae de la 

en:fermedad de e~ lulas tal ci rormee de un individuo atecto.do a 

otro. Muchoe inveetiqadoree han buecado diecernir parametroe que 

pudieran explicar eeta variabilidad. Loe parometroe clinicoe 

medidoe regularmente eon el numero de vieitae al departamento de 

urgencias. la t'recuencia de hoepitalizacionee. nivelee de 
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hemoglobina. cuenta de reticulocitoe. edad y talla final organica 

Cnetropat1a. necroaia avascular de hueso .. apoplej1a. retinopatia. 

apoyo en hipoxemia deapu•s de sindrome de pecho agudo. ülcerae en 

miembros inferiorea. y priapismo con impotencia) .70 A veces estos 

sintomas son raros. y varian generalmente de un enfermo a otro .. y 

segü.n 1011 momentoe en un mismo paciente. Tal ee el caao .. por 

ejemplo. de una paciente quien incidentalmente l!le le detecto 

pancitopenia .. trae acudir a atenciOn m•dica por una in~ecciOn en 

el tracto urinario; a pesar de que ~u anemia tue catalogada como 

''normocitica normocrOmica" por un contador electrOnico de 

particulas .. la evaluaciOn de la pancitopenia confirmo la sospecha 

de anemia perniciosa. pudiendo esta estar asociada con cualquier 

·otra hemoglobinopatia conocida.53 La mayor parte de loe enfermos 

con anemia drepanocitica.. ninoe y adultos. siguen en estado 

ligero de enfermedad crOnica. con valoree establee de eritrocitos 

y bilirrubina e•rica. pero casi todos el lo!! en algü.n momento 

presentan epiaodioe de eintomae mas gravee. las denominadas 

"crisis". 

El tipo degenerativo de crieie hipopl~eica. que ee mani~iesta 

por hipoplaeia o aplasia de eritrocitos en la médula .. dieminuciOn 

neta. del nt:amero de reticulocitoe en sangre circulante y a.nemia 

rapidamente creciente .. suele observarse deepu~l!I de una in~ecci6n 

bacteriana o viral y no so acompana obligadamente de dolor. 

Exieten .. ademas. crieie apliasicas transitoriae en pacientee con 

anemia talcitorme .. como lo demuestra un estudio realizado on 
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pacientes jQvenea (hasta de lS anoe de edad) en los que l!!le 

determino la proporcion de casoe de eete tipo de crisis debido a 

int'ecc16n por parvovirua B19. El :!!!lleguimi.ento de lo• eatudios 

serolOgicos de la int'ecciOn por este parvovirus t'ue completado en 

8 paciente11. Se examino el suero para determinar particulae de 

ADN viral de parvovirus B19 y anticuerpo• especit'ico11 :IgG e 'IgM 

anti-parvoviru• B19. Lae particulas de ADN viral dal par-vovirue 

B19 t'ueron detectadoe en 11 C21'5) de :53 pacientes con crieie 

apldeica transitoria (TAC). Se detectaron anticuerpos eepec1ticoe 

IgM en 34 (64•> de loe :53 pacientes. En total. 36 (68-) de loe :53 

pacientee con TAC tuvieron evidencia de intecciOn aguda por 

parvovirus B19 como lo demoetro la deteccion de ADN de parvovirU!I 

y/o anticuerpos IgM eepec1t1coe en la rase eérica aguda. El 

eeguimiento de los estudios serol6gicos en e pacientes con 

in~ecciOn aguda revelaron la deeapariciOn de po.rticulas de AON 

viral de parvovirus B19 y de anticuerpos IqM y la pereietencia de 

anticuerpos eepecit'icoe IgG despude de 3.~ anos del diagnóstico 

de la intecciOn aguda del parvovirue Bl9. Loe pacientes no 

present~ron evidencia de intecciOn aguda o recurrente de 

parvovirus B19. Aproximadamente o 1 70- de loe caeos con TAC en 

pacientes con anemia talcit'orme identiticados en un periodo de 7 

anos tueron causo.dos por una intecciOn aguda por parvovirue B19. 

Una vez detectada. anticuerpoe IgG eepeciticoe para parvovirue 

Bl.9 permanecen detectables en diferentes anos. No existe 

evidencia de una in~ecciOn recurrente o crOnica por parvovirue 

Bl.9 en pacientes con anemia talci~orme.92 
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Los evento• de tromt>oeml:>oliae son inueualee en pacientes con 

c•lula• falciformes. particularmente en auaencia de hipoxia. l!lin 

embargo. ee han reportado caBoB de pacientes con epieodiom 

multiples d• troml:>oa 1 a venoea grave en las extremidades 

inferiores .. siendo el Unico factor de riemgo .. identificado como 

tal. para una trombosis venoea recurrente. la presencia de 

c•lulae falcit'ormea. Se cree que lae citocinae inflamatorias. 

tale• como el factor de necroeie tumoral CFNT). pueden tener un 

papel prominente en la mediación de los eventos que conducen a 

una ocluaiOn vascular en la anemia falciforme. Lo anterior !!le 

desprende de un estudio realizado l!lobre eritrocito• de paciente• 

con anemia falcitorm.e anadidoe a endotelio vascular tratado con 

FNT. obeorve.ndose que eritrocitos incrementaban BU 

adherencia de manera muy eigniticante: es pro~able que lol!I 

tactore• que contribuyen a dicho incremento 19ean la poca 

=superficie de intercambio de lo!!I eritrocitos talcitormee. los 

elevados nivelee de tibrinogeno y el factor de von Willebrand en 

el plasma do loe pacientee.50,66 

Otro tipo de ataque calificado de''crisie" es el que se 

acompana d• signos ae localizaciOn de la enfermedad. Se cree que 

resultan de eritroetaeis y anoxi.a o intarto. Los infartos de 

bazo .. ri~On. hueso y pulmón. y las lesiones neurolOgicae 

localizadae:. son ejempl'oe de eete tipo. Los pacientee con anemia 

.talcitorme pueden cener otroe crastornoe. como 
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apend.icitia aguda. cOlico rena.l y ent'ermeda.des de la veeicula 

biliar,. que deben distinguirse de lo:s periodoe de "crisis". 

No son frecuente• lo• sintomaa atri~uiblee al apara.to 

genitourinario. pero les complicaciones a este nivel pueden eer 

espectacular•• y gravee. Puede haber episodioe de hematuria 

complicando tanto el caracter como la en:tennedad de eritrocitos 

:talcit'ormee. La hemorragia suele ser unilateral,, recurrente. a 

veces intenea. Algunos pacientes ho.n sido operados por 

eoepecharee tumor al aparecer hematuria unilateral acompanada de 

pielograt'ia intravenoea anormal. Se ha observado un de:tecto en la 

capacidad renal de concentrar la orina en la mayor parte de 

pacientee con anemia de glóbuloe rojee :te.lcit'ormes y muchos con 

card.cter de drepanocitosie. El detecto puede corregirse 

temporalmente por transt'usi6n de glObulos rojee norma.lee en 

pacientes jOvenee. pero no l!luele ocurrir asi en adultoe que han 

tenido tiempo de sufrir una leeiOn e9tructural irreversible de la 

m6dula renal. La patogenia de la hematuria y la hipoetenuria no 

es l:»ien conocida. La t'orma semilunar de loe glObuloe rojos de 

pacientes con ~ata ent'ermedad. o con cardcter de drepanocitosis. 

ee cree que ee produce en los capilares medularel!I a consecuencia 

de la combina.ciOn de una tensión reducida de ox~geno y una 

hiperoemolalidad <Y quiza reducciOn de pH). La ingurgitacion 

resultante y la obetrucciOn va.ecular resultan particularmente 

manitiel!ltas en lae zona.e peritubulares; .ee cree que la iequemia 

local origina degeneraciOn del epitelio tubular. extravaeaciOn de 
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sangre alrededor de loa túbuloe colectoree y. en ocasiones. 

necroais papilarª 

Dentro de lo• traetornoe genitourinarios. la anemia celular 

talcirorme •• conocida como una. causa de glomerulopatia. 

incluyendo la glomeruloeecleroeis focal segmenta! CFSGSJ. Se 

con•idera que loa pacientes que tienen glomerulopatia celular 

ta.lci:torme con FSGS tienen un pronoetico muy pobre. en 

co:nparaci6n con los pacientes tienen glomerulopatia celular 

falciforme sin eata leai6nª Los pacientee anter:lores sufren mas 

frecuentemente de proteinuria perei!!ltente y eventualmente 

deearrol lan la eta¡:>a tina.l de leei6n renal. Se ha pre9entado el 

caso de un paciente con glomerulop~tia celular ta.lcitorme y FSGS 

siendo mA11 joven que loe pacientes con hall azgoe eimi lares 

reportados previamente. La hietopatologia de su lesión renal esta 

remarcada por cambios ultraeetructuralee en loe eegmentoe en lae 

mem))ranae basales de lo" glomt!truloe y en i .... células 

endotel iales. Quienes eetudiaron este caeo han especulado que 

eetoe cambioe: son precureoree de la patogéneeie de la eecleroeie 

glomerular en pacientee con anemia celular t"alcit"orme.101 

Se ha obeervado priapismo en cierto nUmero de pacientes: a 

vece.t. pereiste 10 a 36 diae. y euele ir seguido de impotencia 

completa. 

,..,, __ ,..,i -r-~ .. c.- e=~ c;;,,..,CSI'~ 
~~~e~~~~e~~e~~~1~~ 

Caei todos loe pacientee con anemia de célula.e talc:lt"ormes en 

uno u otro momento de su evoluci6n eu:rren molestia.e 

gastrointeetinales. anorexia.e. n4useae. vómitos e 2ctericia. 
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Puede haber dolor intenso en cualquier parte del abdomen: a. veces 

es dificil decidir ei eeta o no indicada una intervenciOn 

quirUrgica.. Ta.lee dolores pueden depender de intarto del bazo u 

otro Orga.no. o est:a.r relacionados con colelitiasis .. que se ha 

dicho tiene frecuencia. do l 2~"5. En un grupo de 47 pacientes 

homocigotoe de 12 a :58 anoa de edad con anemia f"alcitorme .. el 

estudio indicabA que la tercera parte de lo., entermoa de mas de 

10 anoe de edad tenian calculoe biliareo y colecistitis crónica,. 

aunque menos de 10* presentaban signos atribuiblee a tal 

complicaciOn.113 Se ha recomendad.o efectuar la colecistectomia a 

pacientes con calculos biliaree porque el peligro operatorio no 

parece mucho y es diticil distinguir la ictericia por Colangitis 

y cal culos bi liaree .. de la ictericia. causada por la 

drepanocitosie y la eetaeis hepatica. Las complicaciones que se 

prel!lenta.n alrededor los procedimientos quirU.rgi cos .... 
encuentran trecuentemente en pacientes con anemia talcitorme. Se 

han revieado pacientee con hemoglobinopatias,. a quienes se les ha 

efectuado colecistectom:ia de 1978 a 1991 para evaluar su manejo 

porioperatorio y eu resultado clinico. VeintidOe ninos con 

hemoglobinopatia talcitorme mayor,. autrieron colecistectomia. por 

colelitiaeis eintomatica.. Loe 22 tueron tranatundidos para lograr 

una elevacion en sus niveles de hemoglo)?ina. en mae: de 9 g/dL y 

una hemoglobina S menor al 37%. A 14 de ellos se les practico. de 

manera preoperatoria e inmediata. un '·'intercambio eritrocitario. 

La media de Hb anterior al intercambio en estos pacientes. fue de 

e. 1 g/dL. su HbS media tue de 84%. A eistos paciente=s se les 

coloco un cat6ter de aféresis bajo anestesia local seguido de un 
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intercambio de c6lulae roja.e. El volumen medio del paquete 

globular intercambiado fue de 28.1 ml/kq. La HbS media deepues de 

la tranefusiOn ~ue d• 21• y la Hb media ruede 10.6 g/dl. Otroe a 
pacientes surrieron tranefueionee secuenciales (3 dempuée de un 

intercambio por una crieie vaeooclueiva pulmonar aguda). Eetoe 

pacientes fueron preparados so~re un intervalo de 2 a e semanas 

previa.e a la operación y recibieron un promedio de 26.9 ml de 

paquete de glObulos rojoe/kg. Siguiendo lo. transrusiOn 

secuencial. la media de Hl:J fue de 11.S g/dl y la HlJS media ruede 

19• en el periodo de cirugia. Todoe los pacientes recibieron un 

ant1geno extendido proporcional a la eangre recibida. Lae 

complicaciones de la tranefueiOn preoperatoria fueron menores. e 

incluyeron reaccionee rebrilee y alérgica.e y una rlebitis 

euperficial poco :l!!llevera inducida por el catéter.79.86 Algunos 

pacientes con anemia de eritrocitoe falciformes presentan dolor 

en el cuadrante t!!!IUperior derecho. hipersensibilidad. aumento 

rapido .. inteneo del volumen del higa.do. .. incremento 

considerable de la bi 1 irrubina e6rica de reacciOn directa. En 

to.les pacientes qui:A sea dificil decidir ei lo que ha ocurrido 

es un ataque de hepatitia rulminante grave .. poeiblemente por 

tranetueionee .. trombosis de vena hepAtica .. o congeetiOn hepAticA 

generalizada con eritrocitos semilunares. 

En enero de 1993 se reporto un caeo de pancreatitis que 

ocurriO como una complicacion de crieie vasooclusiva en un nino 

con anemia ralcitorme. Loe autores consideran a estA complicaciOn 

como una ce.usa de dolor abdominal en ninos con enfermedades 

mul tisietémicae. particulo.rmente en Aquel las que pueden causar 
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danoa en organoe isqu6micos tal como ocurre en el c.o.eo de l.o. 

anemia ralcitorme.80 

Mientra• que el secuestro eepl6nico agudo y el intarto 

espl6nico eon obeervadoe comunmente en loe inta.ntee y en los 

JOvenea con e.nemia fa.lcitorme. eeta.s cs.lteracionee eon raramente 

observada.e en adultos con hemoglobina. S homocigota dado que el 

intarto espl6nico recurrente que tiene lugar durante la intancia 

es tipicamente seguido por una cicatrizaciOn. atrotia y tibrosis 

espl•nicae. Tanto el 111ecueetro eepl4!1inico agudo. como el infarto 

eepl•nico tienen un.o. permanencia relativamente comün en los 

adultos con l.o.e otras hemoglobinopatias falciformes. Estos 

episodioa '"º" casi ciertamente una consecuencia de la 

persistencia extendida. y dietendida del bazo que frecuentemente 

permanece presente en estas condiciones. Se ha reterido el caso 

de dos pacientes adultos con hemoglobina SC: uno de ellos 

desarrollo secueetro eepl6nico agudo y el otro un infarto 

eepl6nico. En ningü.n ca90 hubo antecedentes de un viaje a6reo 

reciente o de expoeición a la altitud. Dado que o.lgunae vecee 

puede hab&r dificulto.d en la. identiticaciOn de eeta.e :t'ormas de 

manitestaciOn de alguna otra .. y debido a que una t'alla en la 

1denti~icaci0n del :secuestro eepl6nico agudo puede 10er 

catastr6tic.o.. eetos dos entidades deben eer incluido.e en el 

diagnostico diterencial para cualquier paciente con hemoglobina 

SC que preeente un inexplicable de!!lceneo en !!IU hemoglobina. dolor 

en el cuadrante euperior izquierdo .. tiebre ein causa aparente. o 

esplenomegalia sintomatica.9' 
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Aunque la presencia del caracter drepanocitico no suelo 

ac:ompanara• de ning-una maniteetc.cion patolOgica. ha.y excepcionee 

importc.ntea. La hematuria. que puede eer pereietente y muy 

moleeta. ae obl!lerva en pa.ciontes con carb.cter' de -drepanocitoeis. 

Pacientes con caracter de celulas :ta.lcitormee'-volando a grandes 

alturas han eutrido infartos d.e bazo: otroe han muerto 

bruscamente mientras estaban etectuand.o un ejercicio tisico 

agotador. En esto• dos Ultimoe casos la anoxia. la deehidrataciOn 

y la acidosis probablemente eean la causad.e loe ataquee. 

La aeplenia funcional. posiblemente a coneecuencia de una 

deeviación del riego del bazo por cortos circuitos 

intravascularee. ee ha :1enalado en ninoe: con eeplenomegalia: la 

tune ion espl6nica "º reetablecio cuando l ..... transtueione=i 

elevaron el nümero de eritrocitoe normalee al 50%. probablemente 

disminuyendo la viscoeidad de la eangre. 

Un tercer tipo de .. crieie" doloroeae ee el mas complicado de 

todo!I. El comienzo es bastante bruzsco y puede ocurrir cuando un 

paciente despierta por la mana.na o despu6B de una sie:1to. por la 

tarde. El ataque euele empezar con un dolor intenso en una o 

ambas rodillas o pierna.e. 1'.umenta constontemente de gro.vedad y 

extensión. y muchas veces progresa hacia la eerpalda. abdomen. 

ambo!I brazoe. cuello y cabeza. El dolor puede o.t'ectar casi todo 

el cuerpo en unos poco!I minutoe o después de varias horas: en 

ocasiones no progresa mb.s alla de una o varias extremidades a un 

lado del cuerpo. En ocasionee lae cri!li=i son ligeras y solo 

duran uno o doe dias: sin embargo .. el!I md!I frecuente el dolor 
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inteneo y quiz& no ee alivie complete.mente con aspirina o 

narcOticoe. La trecuencia de eetoa ataquee var~a mucho; a veces 

en pocas semanas. otra.e veces al ano .. y en otros en:termoe sOlo 

con intervalos de varios aftoe. Casi todos loe pacientes insisten 

en la bruequedad del comienzo del ataque. Algunas crisis van 

precedidas de infecciones respiratorias. picaduras de ineectoa. 

tiebre .. nerviosiemo y otras indicaciones d.ivereae. pero a veces 

el paciente se siente pertectamente bien y sin real izar ninguna 

actividad fatigosa. instantes antes de presentarse la cri~is. No 

siempre hay tiebre. loe recuentos en sangre perit6rica se 

conl!!!lervan ein cambio y el enfermo no manitieeta cianosis. choque 

ni insuficiencia vascular localizada. 

El ataque. eepecialmente el infarto cerebral~ ee la principal 

cauea de morbilidad y mortalidad en nitloe con anemia celular 

talcitonne. La prevenciOn primaria a trav6s de una terapia de 

transtueiOn puede oer factible exiete un medio para 

identificar a loe pacientes de alto rieego. La ultrasonogratia 

Doppler tranecraneal puede medir la velocidad de ~lujo en lae 

grandes arteriae intracraneales. El eetrecha.miento de estas 

arterias. lo 

ca.re.eterizado 

que 

por 

conduciria a 

un incremento 

un infarto cerebral. ee 

en la velocidad de tlujo 

sanguinoo. Uesando ultraeonoqratia Doppler tran:l!!lcraneal. ee ha 

medido prospectiva.mente la velocidad de la sangre cerebral en 

ni nos y adultos jovenes que preeentaron anemia celular 

talcitorme. Loe resultadoe fueron clasiticadoe como normal o 
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anormal en base a la velocidad maxima. de flujo en la arteria 

cere~ral media. La veloc~dad anormal t'ue definida como un tlujo 

mayor o igual 170 cm/seg.. una det'iniciOn ·detenDi.nada. por 
- ---- --- __ ,,.,_ ___ ._._,_-

ana.11s111 cuya meta era maximizar el valor .- pred.iCtiVO de la 
:;,·-·. .;;;-:, . ..., .. 

:::::~ c:~.:..:~t-o Cornin:~te r::to~= ,.:11rneiac:::n;::9~;~~~ti'{~t~ .. :::::: 
tranecraneales en 190 pacientes con a.nemia '.'~Ce.iii{"f~-.'.!~.':~~l·c:itorme 
(edades de entre 3 a l.S anos>. Oespuds 

-,~_é:·.,._{·.·n:.;;;;~;;_-_. .. _ .. 
de -un -:·prorra.teo ;en 

.: -' -· :.-,:;" •. ,> .. 

meses • .... dia.gnoeticO in:tarto cerebral en 7::-~ ~·~~¡-~1.~t~~. En 

29 

23 

pacientes loe resultados del ultrasonido fueron· ;:·anoz..:ma.1es.. y 

normales en 167. Lae ca.ra.cteristicas clinicas y hematolOgica.s de 

los dos grupoe :tueron similares.. pero 6 de loa 7 ataques 

ocurrieron entre loe 23 pacientes cuyos resultados en el 

ultra:!llonido tue anormal. En este grupo .. el riesgo relativo de 

ataque tue de 44 (con un intervalo de confianza de 9::5%. 5.::5 a 

346>. La ultrasonogratia ~ranescra.neal puede identit'ica.r a nitloe 

con anemia celular t'alciforme que tienen un alto riesgo de 

infarto cerebral. Loe ultrasonidos periódicos y el uso selectivo 

de terapia de transrueiOn podria eer un objetivo para lograr una 

prevención primaria de los ataques cereOrales.100 

Se han rovieado eetudios correspondientee al t'uncionamiento 

neurocognocitivo de nin.os en loe que se ha diagnosticado anemia 

t'alcitorme. y loa hal lazgoe sugieren una deticiencia 

neurocognocitiva dituea .. con mucha variabilidad en estos sujetos: 

ee ha concluido que los problemas conductuales. bajo amor propio 

(autoestima> y dieturbioe en 
caracteristicas .trecuentee de 

la 
es toe 

imagen 

ni nos. 

corporal. son 
Dentro de las 
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recomendaciones sobre el apoyo sicolOqico para estos pacientes se 

incluyen una. educacion especial temprana y la intervenciOn de 

programas psico•ociale• para nit1011 con anemia talcitorme.81 

Ea t'recuente obeervar anomalias vaeculare• conjuntivales 

carac~eriaticas. consistentes en segmentos capilareB con torma de 

coma que parecen aislados del resto de la red vascular empleando 

una lupa o una lampara. de hendidura en pacientes con anemia de 

eritrocitos :t'alci-t'ormee. El examen de tondo de ojo en pacientee 

con anemia talcitorme o con caracter de drepanocitosis puede 

demo•trar tortuosidad 

retinianos. Puede 

intenso. y 

descubrir:!le 

di latae iOn de loe vasoe 

neovaecularizaciOn y 

microaneuriamaa~ esta.sis o trombosie de vasos y hemorragias de la 

retina .102 

LA retinopatia en la celula talcitorm.e. ha sido descrita desde 

1930 y su inveetigaciOn ha sido progresiva como parte de la 

patot'ieiologia de la entermedad. sus etectoe eobre el ojo y el 

tratamiento coneeguido. Se han identificado las etapa!!I de la 

enfermedad y ee han eetablecido la.e modal ida.des del tratamiento 

para cado. etapa. Loe reeultadoe de la inveetigaciOn y los caeoe 

reportadol!I han e ido publ icadoe en revieto.s m6dica:!I disponibles 

para loe mddicoe. De cualquier forma. no exi15ten publicaciones 

ident1'ficada9 aplicadas al cuidado t6cnico requerido para 

entrentaree con eeta entermedad. Los cuidadoe ottalmicoe podrian 

~er conocido9 para la enfermedad de la c6lula falcitorme y 

espec1f!icamente para la retinopa't.iet..54,78 
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~~~~~~~e~~~~~~~ A~~1C~~~~ 

Actualmente. se eabe que exieten problemas auditivos asociadoe 

con la anemia ralcif'orme. Se exo.minO el sietema auditivo de 34 

sujetos adultos con anemia. re.lcif'orme ueando t6cnicas de examen 

aud.iom~trico e11t6.ndar. Loe reeultadoe del estudio indicaron que 

loa pacientes con anemia f alcif'orme corren riesgo de una 

dietunciOn retrococlear ae1 como coclear del sietema auditivo. 

Sin embargo. no hay patronee audimétricos patognomOnicos de eeta 

anemia. talcitorme. Loe re e u 1 tadoe indicaron que el eetado 

auditivo deber1a ser cuidadosa.mente monitoreado en todos loe 

pacisntee a.dultoe con anemia fo.lciformo. En otro estudio 

reciente. que involucro a 75 pacientes adultos con anemia 

f'alcif'orme. se examino tambi6n el estado auditivo de loe mismos. 

En este estudio. 31 de los sujetos (41%) ~ro.casaron en la 

investigaciOn auditiva.55,56 

~~~~~~~e~~1~~~~ ~~~~~ 

La anemia f'alcif'orme suele acampanarse de aintomaa o eignos 

atribuibles a esqueleto y articulaciones. 

Se ha seno.lado osteomielitis de ealmonella en cierto numero de 

pacientes con anemia de c6lula.e talcitormee. y ee ho. comprobado 

uno. .frecuencia e levo.da de esta inf'ecciOn en po.cientes con la 

enfermedad. Lo" paciente.e con o.nemio. f'alci .f'orme son mas 

susceptibles a la oeteomielitia y a la o.rtritie e:C!§ptica .. que la 

población que no la padece. Se realizo un estudio en 78 pacientee 
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con oistas condiciones de abril de 1968 a marzo do 1993.. 30 

tuvieron anemia talcitorme. 14 con raegoe t'alcit'ormee y 34 

tuvieron una electrotoroais normsl. La · tibis. 15eguide1. por el 

t6mur y el humero. tueron los hueeo15 mae comunmente a~ectado8. y 

la rodilla tue la articulacion mae trecuentemente a rectada. El 

microorganiemo m4e comün en la osteomielitis y en la artritis 

e•ptica en la anemia talcitorme. tue la Salmonella. mientras que 

el e!ltat'ilococo lo rue en loe pacientes norma.lee y en aquelloe 

que preeentaron rasgos t'alcitormee. Loe antibiOticoe eepeciticoe 

para estos organiemoe. deben 1Ser considerados en loe pacientes 

con anemia talcitorme que preeenten eoepecha de osteomiel itie o 

artritis s•ptica.&l.&7 Hay bacteremia y tocos mü.ltiples de 

participac16n. sobre todo en hueeoe largoe. El pus puede 

acumularse por debajo de la piel o en las articulaciones después 

de rotura eepontanea de un abeceeo eu'.bperiOstico a través del 

periostio. El motivo del aumento de suceptibilidad de los 

pacientee drepanocit6micos no esto. claro; qu1zc.\ intervenga el 

hecho de que loa macroragos tengan disminuido. la capacidad de 

fagocitar y matar salmonel lae a consecuencia de la 

eritro:ta.gocitoeis por las célulae reticuloendotelit:t.lee. También 

puede tener importancia la isquemia o el intarto locales y la 

atro~ia eeplénica acompanada de aeplenia tuncional. 

Las anomal1ae eequel~ticae suele demostrarse eOlo con 

radiogratiae: lae mani~estaciones mó.s comunes eon la torma en 

"cola de peecado" de loe cuerpos vertebrales y lo.IS zonas 

tran!llparente!! a rayoe X de necrosif!ll en eetoe u otros huesos. A 

vocee se ob!llerva el aspecto de "pelo cortado" del era.neo. pero no 
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es .t'recuente. Otras anoma11as que 

radio lógicamente en algunoe paciente son 

infartos pulmonaree y agrandamiento del 

pueden demostrarse 

c4lculos biliares. 

corazon. En nit'loe 

pequenos son comunes las crisis de dactilitis; sobre todo en las 

manos. 

Deede hace tiempo se conoce el intarto de m~dula ósea. 

m.anitieeto por el aepecto necrOtico del producto obtenido por 

easpiracion. como posible tuente de embol icus pulmonares y 

cerebrales: m4e recientemente se ha sospechado que eran causa de 

crisie dolorosa. 

,,....,.., ,.., 1 -r-.-.- e.- e:: ..L c:1 '7~.-. 

F?~c:::~ ~~ ""--e:~ e;'c;149 

En lactantes la anemia talcitorme .... una entermed.ad 

particularmente grave. En un informe. 10 de 64 pacientes murieron 

durante el primor ano de vida: lae causas de la muerte .t'ueron 

neumonia. crisis. septicemia de meningococos. peeudomono.s y 

ealmonel la:1. y diarrea.. La entermedad se mo.nireertO primero por 

dactil1t1s. en particular de las manos. pero taml:>ién de loe pies. 

eventualmente con anomal 1as radiolOgicae. crisis y s1ntomas no 

espec1ticos cal iricados de "crecimiento dit1ci l "ª .102.103 

La neumococcemia tulminante puede terminar en la muerte a las 

poccus horas da iniciada. Pueden ser tactoree predisponentes una 

dericienc1a de la actividad sérico de opsonizaci6n de neumococos 

y asplenia runcional que se han observado en la anemia. 

ralcitorme. En alguno2!!11 de loe ni nos con septicemia hubo 
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coagulación intravaecular. Tambidn se observó la muerte repentina 

de ninos durante una crieia. 

Recientemente ee ha descrito una causa de obstrucción nasal en 

la anemia ~alci~orme que no ha eido previamente tratada en la 

literatura. La pato~isiolog1a es la misma que la del priapiemo 

dadae lae similitudes en el arreglo vascular de los turbinatoe y 

el pene. Se consideran varias opciones de trata.miento. pero la 

que mejor resultado ha dado ea la reducciOn quirúrgica de loe 

turbina.tos Ccornetee) in.t'eriorea.96 
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HEMOGLOBINA C CHbCl 

Estructuralmente. el detecto de la hemoglobina. e se eitU.a a 

nivel de la Bexta poaiciOn del extremo tlmino teralinal de la 

cadena beta. en donde el 4cido glut4mico es substi tu1do por 

l isina .103 

La hemoglobina. e se deecubriO eetudiando pacientes 

diagnoeticados de anemia drepo.nocitica atipica. pero luego se 

comprobó que tenian la entermedad de loe glObulos rojos 

ralcirormes con hemoglobina c. La presencia de a.mbo.e. hemoglobina 

C y heinoglobino. S. se comprobO por electro~oresis. En loe caeos 

publico.dos. la mayor parte de hemoglobina ha sido de tipo c. El 

conocimiento concerniente a la heterogeneidad de loe eritrocitoe 

SS Chomocigotos para el gen beta S) ha sido Util para comprender 

la pato:tieiologia de la anemia de las c6lulae talcitormee. No 

exiete intonnaciOn equivalente para los eritrocitoe heterocigotos 

compueetoe por loe aenee ~eta s y beta C CSC> . Estos eritrocitoe 

eon conocidos por ser md.e densoe que las c6lulas eanguinee.s 

norme.les y mas conete.ntee que la me.yoria de lae c4!ilulas en le. 

eangre SS. Analizando le.e caracterieticas de le. heterogeneidad de 

los eritrocitos SC se ha encontrado que: (1) Lae: c6lulae SC 

exhiben caracteristicas mortológicas inusuales. particularmente 

la tendencia por poeeer membrana "plegable.. (son comunee el 

plegamiento multiple. el deep 1 ego.mi en to y lae termas 

tric.ngularee; (2) Loe eritrocitoe contienen cristo.lee y algunos 
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contienen agregados circula.ree de hemoglobina (cdlulas en rorma 

d• bola de billar>. que son detectados en la sangre se 

circulante; (3) En contraste con los reticulocitos normales .. los 

cuales se encuentren principalmente en ·una rraccion de 

eritrocitos de baja denoidad .. loa reticu1oc~t.C~ 1·:S~~ áe -.encuentran 

en la rraccion m&• densa de loa eritrocit-0~.·.;~a:·;·~~Y (4) Tanto la 

la eul:latituciOn de c.1_··:~i~\:'i*~-~~U1ar por No3 -

del cotraneporte K:Cl). ·-~'·~~ndu.:fero~· a una 

deaoxigenaci6n como 

Cambos inhibidores 

moderada disminución de la rraccion densa y a un cambio muy 

evidente de 

densidad.u.u 

los reticuloc:itoa .. las rraccionoe de 

Las siguientes observaciones ee aplican taml:»ién a otras 

hemoglobinas como la D. E. K y L entZ-e otras. El homocigoto 

presenta un cuadro clinico grave: el heterocigoto puede ser 

normal. o eurrir solamente una anemia leve. 

En el homoeigoto .. son muy notables las c~lulas en diana. y por 

lo tanto. la rragilidad oemOtica ee menor. El d:iagnóstico ae 

establece por electrororesis. Asi como en el caso de otras 

hemoglobinas. ee he.n descrito hemoglobinopatias mixtas. por 

ejemplo una combinacion de Hl:lC/HbE. y H.bC con talasemia.1Dl 

La enre.nnedad por hemoglobina e CHbC).. es un desorden poco 

severo que ocurre predominantemente en personas de deacendenc:ia 

a.r-ricana. y 

inveetigaci6n. 

a.sintomaticos. 

.,,, usualmente detectada durante rutinas de 

Eetos pacientes son. rrecuentemente. 

El pH intraeritrocitario se ve disminuido. siendo 

responsable de un cambio hacia la derecha en la curva de 
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disociaciOn de oxigeno. Los agregadol!!!I intra.celularee de 

hemoglobina interfieren con la plasticidad celular y con su 

capacidad d• filtracion. da.ndo como consecuencia una 

predispoeiciOn a la fragmentaciOn. rormacion de eeterocitoa y 

secueatro espl6nico. No se requiere de una terapia especifica. El 

estado heterocig-oto de hemoglobina e ea. clinicamente. 

sil•ncioeo. Aproximadamente el 4- de loe eetadounidensea de 

c1rigen africano son heterocigotos. U2 

C-C>.L\!r.F" L. .r C-.A e-.r C>JV .E:" .S' 
~~~i~~~c~~~~~~~ ~~~ic~~~~ 

En un estudio que involucro a ?~ pacientee (en el c¡ue l!!!le 

eetudio te.mbii8n a la hemogloDina S> con anemia talcitorme. ee 

examinó taml;)14&n el esto.do auditivo de los mismos. Al examinarse 

el tipo de hemoglobina se encentro que las personas con c~lulae 

:falciformes e tuvieron una mayor incidencia de dano auditivo. no 

obstante. todos loe grupos de sujetos exhibieron una mayor 

prevalencia de coeficientes que en lo. población general.Cuando se 

examinó el tipo de hemoglobina se encontró que lal!!I pereono.e con 

c~lulas talcitormes e tuvieron una mayor incidencia de dano 

auditivo. no obstante~ todos los grupos de eujetos exhibieron una 

mayor- prevalencia de coe:t1cientee que en la poblacion general. 

Eeto con~irma la nece.eido.d de implementar una rutina de 

valoraciOn audiológiea que pueda ser incorporada dentro del 

examen mctdico regula.r para adultos con anemia :falcitorme.55.'6 



El bazo !le encuentra. dilatado en el 905115 de los casol!!!I. Se ha 

reportado la ruptura el!!!lpontanea de este Organo. ein embargo. eu 

~unciOn no parece eer afectada de manera adversa. En este tipo de 

pacientee. se ha observado c:¡ue la :frecuencia de colelitiasis se 

ha incrementado. La anemia va de poco severa a moderada. con un 

conteo de reticulocitoe del 2 al 6%. Son rrecuentee las c~lulas 

:blanco (como se menciono anteriormente). y se han obeervado .. en 

loe eritrocitoe de sangre perit'érica. crietalel!!ll de hemoglobina.122 

Los caracteree clinicoe de la entermedad SC han l!!llido descritos 

por varios autoree. El proceso es mucho mas leve c:¡ue la anemia 

drepanocitica. pero en algunoe pacientes producen 

periOdicamente cril!Ji~ importantes; e 1 embarazo puede acompatlarse 

de complicacionee graves. En el adulto el bazo suele eatar 

considerablemente aumentado de volumen. en contraete con la 

anemia de c~lulaB t'alciformee,. donde casi siempre el bazo es 

pequen.o. La anemia suele eer ligera o de grado moderado. y los 

valores de hematocrito y hemoglobina varian del 70 al 100% de loe 

normales. excepto durante la crieis. El nümero de reticulocitos 

es normal o algo elevado. En frotis de sangre del ~O al 100% de 

loe eritrocitos son en diana y contienen cristales de hemoglobina 

en pacientes esplenectomizados. Puede demostrarse la :forma 

semilunar en preparados hUmedoe .. La. t'ragilidad osmótica de los 

eritrocitos esta dieminuida.. El diagnostico se eetablece por 

electroforesis; hay ambas hemoglobinae (9 y Cl. Se ha seMalado 

que la trans:fue:iOn de recarga durante el Ultimo trimestre del 

embarazo era eticaz para disminuir las complicaciones. 
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HEMOGLOBINA M (HbMl 

En presencia de aire u oxigeno. la hemoglobina ee oxida 

gradualmente a metahemoqlobina. En esta oxidacion. el hierro del 

hem pasa de la va.riedad ~erroea (Fe+•) a lo. tdrrica CFe+++). 

r1Jando un grupo hidroxilo. En tubo de ensayo. la hemoglobina se 

trans~orma en metahemoqlobina por oxidantes como el terrocianuro 

de potasio. o mediante el tratamiento de loe eritrocitos con 

nitrito. En loe gloDuloe rojo:s del organi=imo. las peroxidaea!!I y 

otros tactoree :facilitan la torm.aciOn de metahemoqlobina. pero 

eXi8ten cuatro sietemaa reductores que combaten eeta tendencia. 

de modo que el contenido de meta.hemoglobina de la sangre normal 

rara vez pasa del 0.5% de la hemoglobina total. Eetoe sistemas. 

en orden de importancia. son la Qiaforaea de DPNH C73%). el acido 

ascOrbico (12%>. el glutati6n (9%) y la diatorasa de TPNH 

(6%) .102.106 

Como en el caso de otrae1 hemoqlobinopatia15. la hemoglobina M 

difiere de la hemoglobina normal por eubstituciOn de un 

aminoacido en las cadenas alta o beta. En el caso particular de 

la hemoglobina M~ la aubstituci6n parece encontrarse cerca del 

hierro del grupo hem correspondiente. y eer capaz de reaccionar 

con dicho hierro cuando este se oxida a la variedad férrica. Esto 

impide la tunciOn normal de la diatorasa de DPNH para reducir la 

meto.hemoglobina. Adema.e durante la traneformacion de 
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metahemoglobina en cianometahemoglobina.. la uniOn entre', la cad.ena 

polipeptidica y el hierro debe romperse. En la.e variedades de HbM 

con eul:>etituciOn en la cadena alt.a C~boat~•~ -·.HbMl:>• y Hl:>M1wat1• 

H.bMx>• la uniOn entre •1 nuevo ominoacido .parece ser muy fuerte. 

y en consecuencia la reacciOn con ciet.nuro e!!I incoinpleta. muy 

lenta. obteni6ndoee un espectro de· -~absorcion anormal de la 

cianometahemog-lobina. En el caeo de la.e variedades Hl:>M en la.e 

cuales la eubstitucion del aminoacido tiene lugar en la.e cadeOae 

beta. como en la Hl>Msntatooa CHbM5l y la Hbfe!wuwaukn-1 CHl:>MM-1.l la 

uniOn entre el aminoacido y el hierro t.6rrico no es tan potente. 

y loe eepectros de la.e cianometahemoqlobinae en la región .. de i'a 

luz visible son norma lee .lDl.103 

La metahemoqlobinemia ee una. entermedad hereditaria. dominante. 

y los individuos at.ectadoe tienen cerca del 30 al ~O~ de 

meta.hemoglobina. Lo" pacientee preeenta.n una 

cianOtica. aunque realmente no eean cianOticoe. Su color obscuro 

ee debido al color chocolate de la metahemoglobina circulante. 

Usualmente tienen una er1trocito91!1 compenaatoria. El diagnOetico 

se realiza mediante la.mediciOn de loe niveles de mete.hemoglobina 

y demostrando la presencia de una hemoglobina o.normal. 

normalmente por electrotoresie. La enzima reductora de 

metahemoglobina ea normal en este !!lindrome. Ul!!lualmente no se 

requiere tratamiento. lll 

E8ta ent'ermedo.d. ataca por igual a amlJos eexoe. heredandose 

como ~actor recesivo autoeomico. Los padree de loe nit'ios 
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o.rectados son o.paren cemente normo.les y no su tren 

meto.hemoglobinemio.. pero en sus er1trocicos lo. actividad de 

dio.t'oro.so. de DPNH es aproximo.do.mente la mitad de lo normal. En 

loe 8UJetoe o.~ecto.dos. puede presento.rae como meto.hemoglobina de 

20 o. 50- de lo. hemoglobina toto.l: pero son ro.roe los s~ntomo.s de 

anoxia. Lo. cianoeie tiene un tinte gris chocolate,. como ya se 

ha~io. menciono.do o.ntes. En los casos en los que existen 

o.ntecedentee 1'am1 l ia.res de lo. o.normalidad. es · frecU~r:i-~e_·.,que 1 o. 

condici6n se reconozco. en e 1 momento del po.rto. o. p~~-~-· d.~spu.éa de 

dete. A veces eOlo se identitica en la o.dolescencio. o ~n l~·~dad 

o.dul ta .102 ·. -.. 

Ho. eid.o trecuente el retraso ment'o.1 en los.:caso.s:::.-:fo.~~l~o.res. 
' ' . ·.. . •' ...... : , 

pero puede deberse o.· un det'ecto genético .concomitant~.- y ·no o. la 

o.noxiO. .102 
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OTRAS HEMOGLOBINAS ANORMALES 

Ce.rrell y Lehman han ueado el t6rmino "o.nemia hemolitica de 

hemog1obina inestable'' para rererirl!!le a un grupo de eindromol!I 

patolOgico!I similaree .. cuyo cuadro clinico se cara.eteriza por 

anemia hemolitica. cong6nita .. inclueionee en 109 glOl::tulos rojoe 

que son cuerpos de Heinz tipicos. elimina.ciOn de un dipirrol de 

tipo l:>ilit'uecina-meeobiliruacina en la orina .. y esplenomege.lia. 

La hemoglol::>ina el!I termolabi l y precipita· cuando.· se incuba un 

hemolizado a :i;o·c durante una horal!I. En un tiempo .. la mayor pe..rte 

de eetoe trastornos probablemente se cata.~~ga~'?.". como anemia 

hemol:itica congdnita con cuerpos de Hein:z:··.:?>' ·::,;~;S/: \';_· 
Se han deecrito mAe de 20 hemoglobin~·~:~i~~~~~~'..í'~~ de eete tipo 

·',·,.o.;.;., ··c.- .... ·,•, 

(hemoglobina.e Zurich. Colonia. Ginebra. ·.,:"Si~~ey~-., Hammersmith .. Gun 
\ .~<. -:.r:J~:."' .... ' o 

Hi 11. Seattle.. Olmsted.. Se.nta Ana. y ot~;'s"{):·-:'_'Eeto.e hemoglobinas 

anormalee tienen en comün una 

regiOn donde el hem se une a la globi'na.. q-~~ ee ha denominado la 

"bolsa de hem". Lo. eeta.bilidod rela.tive.mente elevada de la 

hemoglobina normal depende de la. intera.cciOn entre la molécula de 

globina y loe grupos hem: la substituciOn de aminoO.cidoe o. este 

nivel hace que la mol6cula se vuelva ine9table. 

La anemia de estoer pacientes suele ser ligera.. excepto si ae 

exponen a drogas oxidantes. Tal expo9ici0n origina un epieodio 

hemolitico agudo similar al obeervado cuando hay dericiencia de 

deshidrogena.90. de 6-t'oet'ato de glucosa .. El principal tratamiento 

ee evitar la.e drogazs oxidantes .. pero la eeplenectomia también ha 
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eido Util para algunoe de eetos pacientee. La subetituciOn de 

aminoacido euele eer "ei lencioea••. por cuanto la movilidad 

electrorordtica ee normal y debe procederee al analieis de 

aminodcidoe pa.ra eetabl ecer e 1 diagnóstico. De toda8 maneras. 

puede erectuaree un diagnóetico de preeunción al demo8trar 

hemoglobina termolAbil y cuerpee de Heinz en los glóbulos rojos. 

Se han publicado varias revieionee eobre hemoglobina.e ineetablee 

y otras hemoglobinopatie.s.103 

La hemoglobina O se caracteriza por una anemia hemolitica poco 

severa y una esplenomegalia que va de leve a moderada. El estado 

heterocigoto es aeociado con anormalidades que no eon clinicae ni 

hematol6gicas. 

Se ha comprobado que la hemoglobina D es más comün en personas 

que no eon de raza negra en diveree.e partee de 1 mundo. pero mas 

~recuente en loe negros que en loe cauca.aicoe en Eetadoe Unidoe. 

Al 11 la rrecuencie. en persone.e de raza negra se ha sene.lado que 

era de 1:1000 y de 4:1000. 

La en:'ermedad drepanocitica con hemoglobina D ha JS.ido objeto 

de varios trabajoe. Loe pacientee que eurren este traetorno eetAn 

nonnalmente deearrollados. muchas veces eiguen ae~ntomAt2cos 

durante largo tiempo. y pueden tener poca o ninguna anemia .. La 

concentración de hemoglobina S puede variar entre 2!i y ?!5% en 

estos pacientes. Su~ren crieis que se parecen e. episodios ligeros 

de anemia dreponocitica. 
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Las propiedades electrotordticae y de eolubilidad de la 

hemoglobina G son eirnilaree a las de la hemoglobina D .. de tal 

manera que generalmente no eon dit'erenciadcs. De la:is 115 __ ·variantes 

que satist'acen loe criterios de solubilidad y electrot'oreeis para 

HbD o HbG,. al menoe 9 han e ido reconocidas en aaociacion·. con Ht>S. 

Con una excepcion. los el!!ltado de doble hete~o-c-~-~~t:~·}4~~·~,Hb9- y HbO 

o HbG,. aon clinicamente silencioeoB. _L~~'_.;_:~SJ:D-Punjab se 

manifiesta en si miems como una anemia poco·· ·se'J~ra..122 
'"'" . ; ~~: '.:~: 

La Hb Ses.int Naze.rie (beta 103CG5JPhe..;.:,~~~Íl0) ·;tue encontrada en 

cuatro t'amilias :trancesas. sin relaciOn apa.~eº~·te~- entre ello.e. Los 

cinco pacientes ¡:>ortadores de esta -": ·}.:¡-~~0~~
0

~binopat1a t'ueron 

detectados debido a una modereida eri t:t-ó.ci tozsiS. La a norma 1 id ad 

eetructural de la Hb Saint Nazarie (H:bsN>···.est6. relacionada con el 

mismo residuo de la hemoglobina Heathrow,(beta 103[G5JPhe----Leu. 

Un estudio :tuncional comparativo entre estas dos variantes. 

demostraron que el incremento en la atinidad de oxigeno es mucho 

menor en la HbsN que en la hemoglobina de Heathrow. La 

eubstituciOn de renilalanina en G~. la cual esta. localizada 

dentro del paquete del hem. por una leucina. anula dit'erentee 

contactos entre el hem y la globina y condujo a un medio ambiente 

de este hem. con algunas similitudes respecto al o:bservado en la 

mioglobina. En contraste. la eu:bstituciOn de G~ por una 

ieoleucina. probablemente produzca modi:ticaciones eetructurales 

menores. 1°' 
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Otra hemoglol:>ina anormal descrita recientemente. e .. la 

hemoglobina Rothechild (beta 37 Trp----~rql 

microapectrorotometria de abe.orcion polarizada. ee ha inveetigado 

el comportamiento del oxigeno ligado a crietales de hemoglol:>ina 

Rothschi ld l beta 37 Trp----Arq) en la eetructura cuaternaria T. 

Es toe crista.lee. tueron cubiertoe con eolucionee de 

pol ieti leng1 icol. miemas que contienen bajas concentraciones de 

salee. En ausencia de cloruro. estoe crietalee tienen una 

afinidad por el oxigeno eignificantemente mae alta que los 

cristo.lee de hemoglobina A humo.na cubiert:.oe de manera eimilar. 

exhibiendo un coeficiente de Hi 11 menor a 1.. No ee presenta un 

efecto Bohr en un pH entre 6 a 9. Hemoe encontrado que el cloruro 

dieminuye la afinidad de oxigeno en los crietales de la 

hemoglobina de Rothechi ld. un efecto que esta ausente en los 

cristo.lee: de Hbl\. Ee caei un hecho que esta dependencia de la 

a~inidad so~re el cloruro. est~ aeociada con loe sitios de uniOn 

del cloruro. loe cuales han eido localizadoe como loe reeiduos de 

arginina niutada. Ya que el cloruro 1 igado parece dieminuir la 

afinidad al oxigeno de lae cadena9 alfa y beta. el enlace entre 

la lir;;e.d.ura d.e oxigeno y la dieociaciOn del cloruro reeult.a en 

una coopero.e ion eigniricante en el 

crietalet!l .111 

oxi~eno ligado a loe -
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La Hemoglobina Cuesteml:Jert CHbQ) (alt'a l.31 [H14]Ser----Prol tue 

encontrada en vario& miembroe de una ·:tamil ia>=· ~~O.nc9ea·:·~-qUe··· padece 

de anemia congc6ni ta con cuerpoe de -<·.ff~i~:zi·;\~c·-: La :~.-~·~mo~·.'1'0bina 
ineetable t'ue expreeada en loe 'erit~Ó~·J.-'t"~~~-~>~!o:·_.-: la_,-- ~-i~~U-{~~ion 
sanguinea perit'•rica. en muy ba.;fos ~-:i\:,.e·i'~~-;~' .:-~b~'.- i~~·t·~~i~;-~:,.·~~-· la 

:: 

0

:: ": .. :~:: i ::::::: ;e::: .. :::p::: iéFJl\:~&i:~~ifüti;~~.fa~~~E:: 
a la d•J los rasgoe beta-tala~émico~:-. ~:.La>.-:~.'.~-'~_::_:Co.~,~~t,f/~i~t'a 
132 (H1!5l Va.1----Gly> es otra variante inestable_-. con··:.> la":.·::~;i~ma 
anormalidad en la bioeintesi:s de lCl globina ... En ~Ó:~f-~-~~'.~~-.-. la 

modit'icaciOn estructural eista localizada al :tine1.'i·- J~::.~_i::.;h-~:~-¡~~·~.H. 
una región codit'icado. por el tercer exón. Aü'1 .. no0;rest~\0%'f~~·o.,~·e1· 

:::::189:: .. :,.:: l :; io::::~ui: )ib:i:n 9:e::ct9t::~~;;;;~t~~t~~'~tJ''7 ~ 
cadena. 2) a un incremento en la proporc'ion·~;de -de~·~¡~~\:1'6~::~~;'.d~~. la 

cadena variante .. seguido por la -~ibe;ac:"·i·o'ri{:'d.';··~*t~;~~;;~~;:~·.:¡~.;;~·~;~:. ·~o 

:::::::: s:ep:::i:: d:e::g~::1:e:i:n:;iti,tii~~~~t~~wI~i;~f4~~ ,~:: e!!ltabi l idad modit' icada del ARNm de. la.· globina.~al ta-.':-:normal,';,. 

tif:"t'fl?!XQ} :r"}'5'!:;Nf?';:·•·· .. 
H:E:rv:i:C>GLC>:S:CN".A. .A.L.":LDC>:RF/ ;:':; ,;:::: \:;l,: 

- -- ._,. ~ 

Una mujer sueca de 38 a.t'loe·.. tue i·nv8St~·gad8. . a causa de uno. 

anemia poco severa. resistente a la terapia tdrrico.. Esta 

enfermedad hemolitica poco severa. se encontro en un examen 

rutinario de se1ngre. Ni la HPLC (cuantificación de HbA1c>• ni la 

electroconvergencia de Hb revelaron ningunCl t'racción principal 
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anormal. a pesar de que el examen in vitro de la ineetabilidad de 

la hemoglobina. indicaron la presencia do una hemoglobina 

inestable. La PCR rue usada' .. para aDiP1 i·~i._car" ·, las r·O-giOnes: de 

coditicaciOn del gen de la beta-O"lO:D.~na. La -~:~é-~enci<,~·-.. ·d.~-~~c-tá' de. 

lo~ nucleOtidos de este ma.terial 'revelo 

un .. eubetitucion que correepOride- - a· '1 ~·~~: :Vari eúi:t-~-0;:._'d~ :~~_:h~·~6~'1'6'bi-riA 
·. __ .o ¡.'--

alra 2 beta 2 13:5( CH13JAla---Pro. Esta variante-:· Claramente 

inestable. denominada hemoglobina Al tdorr. ha·: e ido de8c~1 ~a con 

anterioridad eOlo en una :tamilia de descendencia italiana. El 

exc.men de loe genes de beta-globina de 6 miemlJrois de la :tamil ia 

se realizo por PCR seguido de un desdoblamiento eapeci:tico con la 

enzima de reatricciOn Ban 1. y ee encentro la muta.cien en dos de 

1 os hi Jos. pero no en eua padree o hermanos. Esta cae o demos t. ro 

que las variantel!I de la hemoglobina no pueden ser deecarto.das 

como una caul!!ta de en:termedad hematolOgica.. inclueo ei los padree 

carecen de eintomas y loe examenee ordinarios. tales como la HPLC 

y la electrororeeie/electroconvergencia. no revelen mayores 

anormalidades .119 

La hemoglobina Memphis tiene glutam~na en lugar de acido 
. . . 

glutamico a. nivel de la poeiciOn vigéeima ~ terc·era de la cadena 

al .ta. Los pacientes doblemente heterocigotos pa.ra esta. 

hemoglobina y hemoglobina S no pueden distinguirse del en.termo 

mas frecuente con caracter de drepa.noci~oeie~ Sin embargo. cuando 

se observa hemoglobina Memphis junto con hemoglobina. s 
homocigOtica. el cuadro clinico es mucho mas leve que el que ee 

6!5 
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observa de ordinario en la _drepanocitosis. La. anemia no es muy 

diferente. pero las crisis dolorosas eon raras. Eeto ~e ha 

atribuido a una disminuciOn de la viscosidad por la sul:>etituciOn 

en la cadena alta. El cuadro electro~or4tico es el de hemoglobina 

SS: ae necesita un anAliaie de amino6.cidos para establecer el 

diagnostico. 

Se han descrito doe hemoglobinas anormal ea que producen 

hematies semilunares y emigran electro~or4ticamente como la 

hemoglobina C. Tienen una sul:>stituciOn de va.lino. en lugar de 

d.cido glutó.mico de la hemoglobina S. pero ademá:!I. una segunda 

substituciOn de aminod.cido en la cadena beta. En la hemoglobina 

Harlem. la eegunda :!1Ubst1tuc10n e=s aepargina en lugar de l!lcido 

a:!lpArtico en la posici6n septuagésima tercera: en la hemoglobina 

Georgetown la !Segunda eubstituciOn no esta descubierta todo.vio.. 

SO lo han observado pacientee heteroc:igotoe con estas 

hemoglobinopatias. No presentan en~ermedad el in iba mani tiesta. 

excepto los heterocigotos para hemoglobina Harlem que tiene un 

detecto renal de concentraciOn.103 
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TALASEMIA 
HEMOGLOBINA H y HEMOGLOBINA E 

El tdrmino talasemia se re~iere a la sintesie reducida de una 

o mas de las cadenas de hemoglobina. De este modo ea un detecto 

cuantitativo mas que cualite1.tivo de lCl hemoglobina. Las cadenas 

importantes en la. vida. post-gestacional eon laer cadenas alta ·y 

beta. y las talasemias en general son clasificadas bajo el nombre 

de a- o .B-talsemias. dependiendo de cual de lo.e cadenas estd 

involucrada. En la Tabla 2 se muestran algunos genotipos comunes 

que conducen a varios tipos de severidad clinica de talasemia. 

Una. cleusiticaciOn adicional uso. 1 as mani.testacionee el inicas 

como factor determinante. dando como resultado loe términos de 

mayor jntenpedia y Talqsemiq menor 

dependiendo principalmente de la =everidad de la anemia. 

Los cuadros clinico y patológico en lo.e talasemias. dependen 

de lo severidad de la enfermedad. pero todas tienen 

caracterieticas generales at'ines. sin tomar en cuenta el tipo de 

etiologia que las produjo. Una caracteristica central de la 

ent'errnedad es la anemia hip~crOmica microcitica .. la cual es muy 

similar a la det'iciencia férrica.. Tanto en l~ talasemia como en 

la det'iciencia t'di-rica .. la. talla en la sintesie adecuo.da de 

hemoglobina -aunque por di t'erentea razones- causa este tipo de 

t'enotipo celular. 

67 



Tipa. d• ••v•r-id•d cl:!nic• 

Alela 

Beta--.......... _ • ..,. 
AlT•-t•l•••mt• 1 
Al-F•-t•l•••mt• 2 
Hbc_ ... _, __ , ......... -. 

Heter-ocigoto 

M•nor­
Menor­
Menor­
M•nor-
Por-t•dor- •ilencio•c 
Por-t•dor- silencio•c 

Homocigoto 

M•yor­
M•ycr 
Int•r-medi• 
l-•t•l 
M•ncr­
M•ncr-

La talasemia ~u• la primera hemoglobinopatia para la cual se 

et!!lte1.bleciO con eequridad una re laciOn f'ami liar. Taml:>i6n se le 

conoce como anemia de Col ley. leptocitoeiis hereditaria y anemia 

mediterranea. Existen variol!!I tipos :bioquirilicoe y dos entidades 

clinicae principalee. Eeta enfermedad no es un cuadro Unico. sino 

que comprende un grupo de trae tornos bioquimicamente paree idos. 

ligadoe por una !linteehs anormal de hemoglobina y una anemia 

hipocromica microcitica. 

Los trastornos bioquimicoe mejor conocidoe eon la talaeemia 

alfa. la :beta. y la alta-beta de reciente deecripciOn: eetoe 

nombres se re~ieren a la tormaciOn anormal de lae cadenae 

pol ipeptidica.s al f'a. :beta y al ta-beta. reepectiva.mente. Se ha 

sugerido el termino de "ta.laeemia mayor" para indicar la forma 

grave de la enf'ermedad. y que correeponderio. a la condicion 

homacigota.; el t..trrnino "to.laeemia menor" hara entonces reterencia. 

a la mas leve. siendo correepondiente al eetado 

heteroci~oto.101 

66 



Loe eindromee talaedmicoa pueden considerarse resultado de un 

defecto bioqu1mico en la sintesie de hemoglobina. No ee ha 

demostrado ninguna eubstituciOn de QJDino4cidoe. y la hemoglobina 

una vez ~armada. tiene estructura normal. La explica.ciOn de la 

dieminuciOn d• la s1nteeie de hemoglobina en la talasemia no esta 

muy clara: pro:bablemente incluya cierta alteraciOn del ARNm que 

dirig• la •intesis de una cadena hemoglob1nica el!lpecitica. La 

del•ciOn del gen correspondiente a las einteeie de cadena.e alta 

puede oca•ionar variedadee graves de talasemia alfa. 

Un defecto en la aintesia de las cadenas beta. es el tipo mas 

frecuente de tala~emia. Cuando el paciente hereda un gen anormal 

de amboa progenitores y es homociqoto para el detecto. hay anemia 

grave y talaaemia mayor. Cuando el paciente es heterocigoto para 

el defecto. la anemia •~ ligera y el proceso se llama talaeemia 

menor (lo qua se habia mencionado con anterioridad). Por motivos 

todavia no aclarados. algunos pacientes homocigoto~ presentan un 

curso mas ligero de lo corriente. y algunoe de loe heterocigotoe 

una evolucion mas grave de lo ueua.l. De estoe pacientes. se dice 

que tienen una talasemia. intermedia .102.103,106 

TALASEMIA MAYOR 
En la talaeemia mayor~ la ~alla en la einteeis de hemoglobina 

es tan severa que las celulae eon extremadamente hipocr6micae. 

pero en adición a alguno.e c6lulo.!!11 cuyo inicio es microcitico. 

existe. usualmente una extrema poiquilocitoeis y anisocitosis. La 

medula Osea. obviamente. preeenta unCl extrema. hiperpla!lia 

eritroide. El fierro ee abundante de manera constante en 
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pa.cienten no trsna:tundidoe .. lo que es un importante diagnóetico 

di:terencial re•pecto de la de:ticiencia t•rrica. Como resultado de 

una larga vida con hiperplasia de m•d.ula ósea. 

1 legar a pr•••ntar una cierto nümero de 

lo• hueeos pueden 

tra.bieculae con 

adelgaza.miento vertical en el examen de rayos X. Como resultado 

de la ainte•i• de un tipo de cadena Cpor ejemplo. la cadena alta) 

y una inadecuada •1nteeie de otra Cpor ejemplo la cadena beta). 

la cadena libre Cen "ete caeo la cadena al:ta) precipita dando 

como resultado anticuerpos de inclueiOn. loe cuales son mae 

:t&ci lmente obaervadoe en pacientee eeplenectomizadoe. Muchas de 

las c•lulae parecen 9ut'rir daf'loe. y muchas de ellas parecen eer 

destruida.e en la miedula Osea.. Ea te proceeo es llamado 

erj,tropoye•is in(ectiya y ee una caracterietica general de la 

talaeemia severa. En adicion. "l periodo de vida de loe 

eritrocitos que son producidoe. ee ve reducido. La naturaleza 

exacta del da.no que causa la eri~ropoyeeie intectiva y la 

reducciOn de la vida media de loe eritrocitoe. no e:!!!ltan claroe 

todavia. La precipitaciOn del exceeo de las cadena e de 

hemoglobina y la exceeiva uniOn de la hemoglobina a la euperticie 

del citopla!lma de la membrana e!I. -proba):)lemente. la principal 

causa del dat'lo. Es claro que algU.n tipo de streas. incrementa la 

producciOn de oxidantes. No ee bien !!!labido si el dano oxidativo 

ea el principal causante. pero en cualquier caso. las c•lulas 

exhiben una gran variedad de anormalidades intracelulares y de 

meml::>rana.122 En la talaeemia mayor. hay una disminucion neta 

d• la sintesie de cadena beta y parece existir un aumento 

compensador de hemoglobina F. que va del 20 al 90%. La mayor 
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parte de loa pocientea con talasemia menor tienen una cantidad de 

hemoglobina F normal o aOlo ligeramente aumentada. pero un 

incremento notable de la hemoglobina A. 2 del orden del 3 o.l 7%. 

Uno• poco• pacientes con talaaemio. menor tienen aumentada la 

h•moglobin&. F en lugar d• la A 2 ; l!!le pienea que ecsto sea. una 

variante.21 

La tala•emia alta homocigota no suele eer compatible con lo. 

vidas el producto muere en •l Utero o poco despuds de nacer. El 

••tudio de la sangre de eatoa reci~n nacidoe ho. demoetro.do una 

hemoglobina compuesta de cuatro cadenas gamma que denomine 

hemoglobina de Bart. Eeta hemoglobina practico.mente no tiene 

etecto Bohr Cdil!lminuciOn en la atinidad de la hemoglobina para el 

oxigeno cuando dieiminuye el pH de la sangre) y tija oxigeno en 

torma casi irrevereiible con la teneiOn de oxigeno de loe tejidos. 

Los lactantes con caracter do t~lasemia alta también pueden tener 

pequena• cantidades de hemoglobina de Bart al nacer. pero 

deso.parece cuando cesa la eintesis de cadena gomma.lO& 

TALASEMIA INTERMEDIA 
Como :iie indico anteriormente. la clasiricaciOn de 

to.lasemiae en categoriae mayor. intermedia y menor. eata basad.o 

en let. eeveridad de la entermedad. Muchoe genotipos di"t'erentes 

pueden producir tala9emia intermedia. 

El C\1.sd.ro el inico en talaeemia intermedia ""' 
coneiderablemente menos aevero que en la talaeemia mayor con 

niveles t1picoa de hemoglobina como se mueetra en la tabla 

adjunta. Los eritrocitos son hipocrOmicoa microc1ticoe. pero los 

7l. 



cambio• ison menos eeve:r-011, y ae observan cdlulais blanco. La 

poi qui locito•i• y la anieoci toaia to.ml:>i•n es meno• severa. La. 

mttdula Osea. mue•tra una. hiperplaeia eritroide poco aevera. y el 

tierro •e encuentra presente, usualmente, en abundancia. Los 

cambio• en el hueso no son una porte prominente de la entermedad, 

dado que la hiperplaaia de la mddula óeea es continada, 

principalmente. a lo• eitioe normales deetinados a la médula oeea 

activa. Ee tipica una cierta eritropoyeaie: intectiva y la vida 

media de loe eritrocitos ee ve reducida: de este modo, el eietema 

ret1culo endotel ial .... hiperplasico, comunmente. con una 

hepatosplenomegalia moderada. 

El exceeo de cadenas de hemoglobina también precipitan en esta 

claee de entermedad. originando cuerpo& de inclueiOn que aparecen 

en paciente• eeplenectomi~~doe. Loe eritrocitos eutren dance 

oxidativoa y poait>lemente otro tipo de daMOl!I provocados por el 

acortamiento de su vida media asi como por la miema. eritropoyeeie 

inrectiva. La colelitiasia ee rrecuente a causa de la hemOlisis. 

La anemia. por •1 misma no es lo euricientemente severa como para 

requerir trans~uaiOn. 

Generalmente. loe pacientel!I sobreviven hasta la etapa adulta y 

pueden tener una vida normal. La muerte prematura puede ser 

originada por algunos tipos de proceeos benignos de la talasemia 

mayor, pero ee preeentan tipicam.ente en la edad adulta. 

Es la ta.laeemia beta heterocis;rota la c¡ue maniriesta 

interacciones con otros tipos de hemoglobinopatias de cadena 

beta. Estoe heterocigotoe dobles pueden sintetizar muy poca 

hemoglol:lina A. producidndose. el cuadro clinico del homocigoto 
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para la otra hemoglobina anormal. Esto ee: lo que ocurre en la 

enfermedad drepanocitoeie-talasemia. en la que casi toda la 

hemoglobina puede el!!ltar formada por hemoglobinas S y F. lll 

Otra variante de la talaaemia bets es la hemoglollina Lepore. 

que •• manifieata por anemia hipocrOmica ligera y eritrocitos con 

morfologia caracteristica de talaaemia. En esta~ condiciones. no 

solo esta disminuida la sintesie de cadenas beta. hay tambi6n una 

a.lteraciOn estructural de dichas cadenas. La hemoglobina Lepore 

se acompana de di:5minucion de hemoglobina ~. ligero aumento de 

hemoglobina F. y una cantidad normal o disminuida de hemoglobina 

A 2 .103 

Los pacientes heterociqotos para talasemia alta pr~eentan un 

cuadro clinico similar al de la talasemia beta heterocigota. con 

anemia hipocromica microcitica ligera. acompanada de 

eritrocitosie y poiquilocitoeie. Se diferencia de la talasemia 

beta en cuanto a que no eetA aumentada la producci6n de 

hemoglobiná. A2 o F dado que eeta dierminuida 1 a produce ion de 

cadenas alra contenidas en estas hemoglobinas. La talasemia alta 

no maniriesta interacciones con hemoglobinopatiaa de cadena beta. 

como la HbS o la libe. pero si con hemoglobino~atias que afectan 

la cadena al ro. (HbI y HDO> • ue 

TALASEMIA MENOR 
Esta cla.ee de talasemia pree1enta una anemia moderada del tipo 

hipocromico microcitico. A menoe1 que el paciente sea descubierto 

como parte de un estudio ramiliar en el aea el individuo mas 
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eeveramente a~ectado. la anemia os detectada de manera incidental 

durante un contacto m6dico con otros propOsitos. 

En ad1c10n o. las modeoradas anormalidad•• h1pocrOmicas 

microcitica•. los eritrocitos de estos paciente• exhiben una leve 

poiquilocitosia y :t'ormaciOn de c•lula.s .blanco. La m•dula Osea 

presenta una moderada hiperplaeia eritroide. La vida media de los 

eritrocitos puede verse levemente reducida. y puede detectarse un 

.bazo palpable. Se pueden detectar cuerpos de inclueion derivados 

de las cadenas de gl o.bina en pacientee eeplenectomizados. Puede 

presentdrae una eritropoyeais tnrectiva en grado moderado. 

HEMOGLOBINA H fHbHJ 

La entermedad de hemoglobina H CHbH>~ es otra rorma de 

talasemia alta que ocurre en ramiliae con talasemia. atra 

heterocigota. El cuadro clin:f.co se parece mucho al de la 

talasemia intermedia. La hemoglobina H esta ~ormada por un 

tetr4mero de cuatro cadenas beta y probablemente sea resulta.do de 

un a.umento en la sintesis de cadenas beta. ma.yor que de cadenas 

a.lt'a.. con polimer1zac10n del exceeo de cadenas beta para f'ormar 

la hemoglobina H. Eeta hemoglobina emigra mas rapidamente que la 

hemoglobina A en electrotoree:f.e de bloque de almidón. y puede 

correeponder del 10 al 34% de la hemoglobina total. Como la 

hemoglobina de Ba.rt. la HbH tiene mucha atinidad por el oxigeno. 

lo que diricultd proporcionar oxigeno a los tejidos. La 

hemoglobina H es ineeto.ble y eusceptible de oxidaciOn. 

precipitandoee en volum:f.nosoe cuerpos de Heinz que pueden 
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observarse con tincion eupravital en trotis de sangre. sobre todo 

deepues de la eeplenectomia. Existen algunas pruebas de la 

duplicac16n del toco de la cadena alra en el hombre. de manera 

que lae variacion~s en cuanto a la gravedad de la talasemia alta 

podrian obedecer a la herencia de un número variable tam))i-n del 

mismo gen para talaeemia. as1 como al hecho de que genee 

diterentes 

vari a:b 1 e .103 

puedan ocasionar una enfermedad de gravedad 

La producciOn de a:-talaflemia mayor ee debe tipicamente a una 

condiciOn de dol::>le heterocigoto. tal como una a-talasemia l/a­

talasemia 2. donde solo uno de loe cuatro genes alta es 

~uncional. El cuadro clinico y hematológico ee similar al 

descrito para la talasemia mayor. El diagnostico eepecitico de la 

c:z:-talaeemia mayor ee establece mediante el laboratorio. con la 

presencia de hemoglobina de Bart y hemoglobina H. Se encuentra 

una pequena cantidad de HbA. tal vez un 2~%. Si uno de loe alelos 

ee una hemoglobina mutante del tipo taloeémico. tal como la 

hemoglobina de Constant Spring. podris e~tar presente tambi~n en 

pequenaa cantidades. Con una enfermedad de eete grado de 

eeveridad. el paciente ee normalmente tranetue ion-dependiente. 

Dado que un alelo de a-talasemia 1 se encuentra normalmente 

preeente en e=ite eindrome. nuevo.mente .... ma" comunmente 

encontrado en el eure=ite asiatico. aunque se ven casos de manera 

rrecuente en poblaciones mediterranea.s .ll2 

Aunque los sintomas clinicos de la talasemia eon de tipo alra 

y Oeta. ee ha descrito una dieminuciOn en lo sintefliS de cadenas 

gamma y delta. pero l!lin eecuelas clinicas.103 
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Se han identiricado a 7 pacientee con enfermedad de HbH como 

homocigotou para una mutaciOn en el eitio de pol:i.adenilacion 

CAATAA~~AATAAGl. y compara.do eua datoe hemAtolOgicoa con 

aquellos de pociente• HbH que tienen otros tipos de determinantes 

S-talae•micoa. Los 7 pacientea exhibieron una anemia modera.da con 

microcitoei• e hipocromia siendo similar a lo obaervado en loa 

otros pacientes. En rela.ciOn con una heterocigoeidad. para esta. 

mutaciOn. loe paciente• estarian en la rrontera de la 

microcitosia y de la hipocromia sin una. anemia eigni~icante. pero 

con una :baja proporciOn de la !!linteeis in Vitro de lo.e cadeno.e 

alra/beta. Loe anali9ia de los componentes de la hemoglobina 

~dentiticaron bajos niveles de HbA2 y HbH. que fueron comparablee 

a e.quellos encontrados en otros paciente=i con enfermedad de HbH; 

el nivel de la cadena zeta tue bajo Cuna media de 0.14"5>. 121 

HEMOGLOBINA E (HbEJ 

Se coneidera. a la hemoglobina E como una variante de 

teilasemia. por lo que ae le a.eocio.. trecuentemente. loe 

tra9tornos que esta ocasiona.~ 

La en~ermeda.d de la. hemoglobina. E se caro.eterizo. por una 

anemia microcitica normocrOmica. poco eevera. con muchas c6lulaa 

blanco. En algunos sujetos se presenta. esplenomegalia. Tanto la 

~ragilidad oemOtica como la vida media de lo=s eritrocitos este.n 

disminuidas. El ee:tado heterocigoto es clinicamente silencioso:Ul 

La.a en~ermedadee de talasemia-hemoglobina C y talasemia­

hemoglobina E son procesos clinica y hematolOgicamente eimilar09. 

En ambas hay esplenomega.lia .. ligera e.nemia hipocrOm:ica .. c6lulas 
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en diana. y aumento de reeietencia a lae eolucionee !!!llal inae 

hipotOnicaa. 

Se reali.zO un eatud1o en el que •• colectaron mueetrae de eangre 

con un porcentaje incrementado de c•lulaa blanco de pacientee con 

enfermedad hep6tica. talaeemia. homocigotoe de hemoglobina E 

(E/El y ca11011 no identiricados. Taml:::>i4in se incluyeron en el 

e•tudio. como controles. caeos norrn.e.lee ein antecedentee de 

ent'ermedad hep4tica y con hemoglobina normal. Loe pacientee con 

enfermedad hepatica. tuvieron un alto porcentaje de c~lulae 

blanco con MCV normal. mientra.e que los otroe tree grupos tam.bi~n 

tuvieron un incremento en el porcentaje de ctdlulae blanco. pero 

un MCV dieminuido. La diferencia rue mae obvia cuando ee 

compararon loe caeos de entermedad hep4tica y loe de HbE 

homocigOt ica. Estos doe grupos tuvieron porcentajes compara:bl ee 

de c•lulae blanco (14.36 +/- 4.77 en enfermedad hepatica. y 

14.22 +/- 1.!59 en HbE homocigOtica) y un grado comparable de 

anemia (nivel de Hb en enfermedad hepatica. - 11.1.9 +/- 0.39. y 

11.30 +/- 0.16 en hemoglobina homocigOtica HbE> pero demostraron 

una eigniticancia eetadietica (p menor a 0.0001) entre MCV (79.66 

+/- 2.18 tL en en~ermedad hepatica. y 1150.40 +/- 0.7:5 tL en Hl:>E 

homocigOtica). Ee. por lo tanto. neceeario diecernir entre aml:>ae 

enfermedadee.64 

Winichagoon y cola .• estudiaron tactoree gen~ticoe que 

determinan la severidad de la anemia de la e-talaeemia y de la 

enfermedad producida por Hl:lE. en 90 pacientee quienes tuvieron 

nivelee de hemoglobina. en e~tado conetante. en un rango de 4.2 a 

77 



12.6 g/dl. La co-herencia de la a-talasemia 2 y la hemoglobina 

Constant Spring. podrian disminuir de manera eigniticante la 

aeveridad de la entermedad. La herencia de un cromoaoma .a-
talasemia con un sitio de diviaiOn Xmn 1 en pomiciOn -156 del gen 

de la globina G g4mlll4 el cual tue vinculado al haplotipo -+-++ O 

++-++. me aaociO con una anemia. poco severa. Fueron neceaariae 

doe copia• de eetoe alelos para producir un etecto clinico.mente 

eigniticante. La expreeion incrementada del gen do la'globina G 

gamma y la elevada producciOn de la hemoglobina F. la cual podria 

reducir. de manera general. el de!lequilibrio de la cadena de 

globina. ae aeociaron taml:lién con homocigotoe para el :sitio de 

división Xmn l y asi. con una anemia menos severa. Sin embargo. 

e!lte etecto no se ob:!fervO en el eitio de divieiOn Xmn de loa 

heterocigotoa. Si lol!I etectos del polimortiemo del sitio Xmn l. 

la concentración de HbF y la relaciOn G go.mma/A gamma actüan 

separadamente o a travee de mecanismos comunes en la reducción de 

la anemia. ea algo que deberd. eer comprol::lado.113 

Como se menciono anteriormente. las hemoglobina& E y Constant 

Spring CCS> son conocidas por preeentar etectos semejante9 a los 

de la talaeeroia. Real izando una invest iqaciOn sobre loe cambios 

tisicos en loe eritrocitoD. en eataa dos anormalidades. para 

poner en claro la diversidad de cambios eritrocitar.ioe entre la 

talasemia propiamente dicha y los rasgoe te1.lasiémicoer provocados 

por hemoglobinas e1.normales CHbE. representante de la a-talasemia. 

y H.bCS. representante de la a-talasemia). se l levO a cabo un 

estudio en el que ee incluyeron 11 caeoe de MbCS homocigota 

(CS/CS). 7 sujetos HbE hococigotos CE/E) y un caso doble 
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heterocigoto con HbCS y HbE. Los eritrocitos ~ueron analizados en 

un analizador H*l. Los eritrocitos E/E tuvieron un MCV 

e1gn1r1cativa.mente menor al de loer eritrocitos CS/CS Cp<0.001). 

La diaminuc16n del MCV de los eritrocitos E/E rue atribuido a un 

marcado incremento en el porcentaje de microcitos y a una 

importante di•m1nuci6n en el porcentaje de macrocitoe. comparados 

con loa de loe eritrocitos CS/C'S. El grado de heterogeneidad en 

el volumen celular. como indica la anchura de dietribucion de loe 

eritrocito•. no rue tan di.terente entre las dos hemoglobinas 

anormales contenidas en loe eritrocitos. Tam.bi6n ~ue notorio que 

los casos de CS/CS tuvieron un incremento mae eigniticante en loe 

eritrocitos pequenos. que los caeoe de E/E. 

La baja concentración de hemoglobina intraeritrocitaria de las 

c6lulas CS/CS comparada con la de las celulae E/E. muestra lo 

aiguiente: concentrac16n media de hemoglobina celular CCHCM> 

Cp<0.001). por ciento de eritrocitoe hipercr6mico:s Cp<0.001). y 

anchura de distribuci6n de hemoglobina CHDW) (p-0.0367). Fueron 

encontrados valore:s elevados para el MCH Cp<0.001) y en el 

porcentaje de c~lulas hipocrOmicae Cp<0.001) de le.e c6lulae 

CS/CS. Loe eritrocitos de ambos tenotipoe tuvieron un decremento 

e1gnir:fcante en la deronnabilidad.116 

La:s mani:teetaciones cutd.neae m6.s :t'recuentee de la en~ermedad 

eon Ulceras o cicatrices no dolorosas de extremidc.dee in~erioree. 

y¿_~\~ 

~- ~:\ 
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qua pueden observara e an aproximadamente el 75" de lo" 

adolescente• o adultos que sufren la entermedad. Lae Ulcero.e son 

rara• en •UJeto• muy Jovenes Cniftos) .u Estas lesiones. de bordes 

netamente dei:'inidoe. suelen eer únical!!!I. pero en ocasiones eon 

múltiples y bilateralea. 100 pacientes con a-talasemia homocigota 

o doble homociqota (62 con la :terma mayor y 38 con la forma 

intermedia) tueron examinados por signos da peeudoxantoma 

•lA•tico CPXE). Se diagnosticaron lee iones en la piel de 16 

pacientes con cada una de las formas de la enfermedad b4eica. El 

20"' d• todo• loa pacientes tuvieron venae angioidee CAS): ambas 

lesiones se encontraron en el 10% de loe pacientel!!!I; 26% tuvieron 

una o amtlas de estas manifestacionee. Se encentro una correlaciOn 

positiva entre la presencia de una o ambos tipos de lesiones y la 

edad de los pacientes CP- 0.032). No exieten diferencial!I para 

tomar an consideraciOn la ~erritina ni los ni ve lee de 

hematocrito. número de unidadee transfundidas .. terapia de 

quelaciOn y el estado eeplénico entre loe pacientes en los que se 

encontraron con hallazgos de PXE/AS y aquellos que no los tenian. 

La patog6nesiei de este.a mani~estacionee del tejido conectivo en 

tan elevada frecuencia en la B-talaeemia. no esta clara: se 

discuten las posibilidades de su existencia .. contra ida o 

heredada., siendo esta Ultima la interpretaciOn mas aceptable.91 

Se han seno.lado varios tipos de anoma.lias cardiacas en una 

proporciOn que varia del 50 al 91-. El mas corriente es un soplo 

sietOlico o apical. en la mayor parte de loe casos. Aunque raros .. 
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.... han set"lalado eoploe mitro.lee .. aOrticol!I y pulmonClres 

diaatOlico11. El agrandamiento cardiaco .. que euele atectar ambos 

ventriculoa, •• comUn y a• ha a~ribuido a la anemia cronica. De 

hecho .. la ralla por congestiOn cardiaca ee la causa mas comUn de 

muerte• en jOvenes con t&laaemia mayor.93 En algunoe pe1.cienteus e:e 

desarrolla cora.zon pulmonar.. pro:bablemente en coneecuencia. de 

in:farto de los pulmones e hipertensiOn de la pequena circulaciOn. 

Se obeervan anomal1ae electrocardioqrA:ficae.. como prolongaciOn 

del intervalo PR y cambios menores en eeqmentos ST y onda T. pero 

no son especiticos. 

~~~~~~~C~~~~~~~ ~~~áC2~~~, 
~~~~~~~ y ~~~~~~i~~~ 

Lae manireetaciones mas trecuentes de choque eon palidez 

extrema .. debilidad. letargia. taquicardia y piel ~ria y hümeda. 

El signo principal en la autopsia ha sido una intensa congeetion 

de Orq&noe internoe. especialmente higado y bazo. con eritrocitos 

semilunares. El tratamiento de lo que ae ha llamado .. crisis de 

secuestro el!!!lpl•nico.. coneiete tundamentalmente en corregir la 

hipovolemia por tranetueionee de sangre. En 1991. se deecribiO un 

caeo de crieie de secuestro espl6nico ta.tal agudo en un paciente 

con a-talasemia. Anteriormente. no ee habia descrito un caso como 

e e te. 97 

En pacientes de mayor edad puede observarse insuficiencia 

renal cronica.. La congaatiOn glomerular y el agrandamiento en 

tase temprana de la entermedad. eeguido de isquemia progresiva. 
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til::>ro11is y o:bl.iteraciOn de los glom«trulos .. se cree que ee la 

causa de la disminuciOn progresiva de la tiltraci6n glomerular en 

el cur•o d•l tra•torno. La inrecci6n crOnica con el viru• de la 

hepatitie C CHCV> y la 111ol::>recarga de hierro 111on las causas 

principal•• de la entermedad crOnica hepAtica en sujetos con s­

talasemia homocigota. Se ha demostrado tambi•n .. que la aplicaciOn 

de a-interteron reduce la viremia y la necrointlamaciOn en 

paciente• con hepatiti• c.n 
Dado qu• lo• pacientes con talasemia mayor dependen de 

transtusione•.. tienen particularmente un alto riesgo de contraer 

una hepatitis poet-trc.nstueional. En 1993 .. 315 nitlos tro.nstusiOn­

dependientea CT-P> tueron estudiados para evidenciar la hepatitis 

viral. De 23 pacientes con incremento en sus niveles de 

transaminasa. 17 tuvieron onticuerpos de citomegalovirus CCMV) y 

12 resultaron con anticuerpos de hepatitis viral e CHCVJ 

positivos. 9 rueron positivos tanto para CMV como para HCV. De 13 

nitlos con niveles normales de transaminasa .. tueron CMV 

positivos y 3 rueron HCV positivos. Esto!I resultadocs demuestran 

que el CMV puede ser una causa muy comUn de hepatitis no-A y no­

B en los ninos talas6micoer T-P.84 

Dentro de las altero.cienes del sistema nervioso central que se 

han relacionado con procesos B-talas6micos. se encuentra la 

compresiOn cronica del cordOn e~pinal por hematopoyesie epidural 

extramedular. Eato se detecto en un individuo de 27 anos de edad 

con J3-tala!lem1a/Hl:>E que l!le presento con :.ignoe y sintoma:. de 
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compreeiOn medular. En este paciente. la imagen por resonancia 

magn•tica nuclear demoetrO una conetricciOn del cordOn eepinal y 

atrot'ia del mi•mo augiriendo que eete proceeo patolOgico rue 

antiguo. En la• im&g-ene11 tranevereale• ee obeervo una elevada 

intensidad dentro del cordon eepinal que eugiere una mielomalacia 

del cord.On e•pinal postcompreaiva o bien una gliol!!lie.62.H 

La alta+-talaeemia homocigota Calra-/alta-) mejora alg-unae de 

las maniteetacionee clinicae de la anemiis talcitorme homocigota 

(59), pero eue etectoe eobre las complicacionee retinianas 

permanece desconocida. Esta.e han sido valoradas mediante el 

examen visual y por angiogratia con tluoreeceina. Loe resultados 

indican que la alta+-talaeemia homocigota reduce la extensiOn del 

cierre de lo• vasoe peritericoe de la retina. pero no tiene un 

efecto aparente eobre la trecuencia de la retinopat1a talciforme 

proliterativa.54,71 

En la talasemia mayor. el contenido mineral y la densidad Oeea 

eurren una dieminuciOn a nivel del eietema trabecular; esta 

dieminuciOn ee del orden del 34% en el caso del contenido 

mineral. y del 4'- en el caso de la. densidad Oeea. Ta.mbic!n la. 

reg10n cortical se ve a.tectada con una. disminucion de loe 

pare.metros anteriores siendo c!!!!lta del orden del 24% en el caso 

del contenido mineral. y del :3% en el cc.90 de la deneidad Oe:ea. 

Como es evidente. lois paciente!! que eut'ren una trecuenc ia mayor 
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de tractura.s de miemlJros euperiores. son aquel loe cuya 

dieminucion Osea ea mayor: esta dieminuciOn ee preeenta de manera 

mas constante en pacientes que reciben un nUmero 

proporcionalmente menor d• transtusiones sanguineaa y en loa que 

11u tratamiento incluye la adminil!lltraciOn de deeterrioxiamina en 

corto• periodo• de tiempo .38,53 

Entre lo• pacientes atectados con talasemia. exiete una 

elevada trecuencia de anormalidades oateoporOticaB. En un estudio 

que involucro a 72 pacientes con e-talasemia homocigota. a 

quienes se examino el inica y radio lOgicamente, ee detecto una 

elevada incidencia de ca.mbioe esqueléticos. incluyendo una alta 

discrepancia en la longitud de lo!!I miembrozs (16. 6 .. ). un<1. 

deeviociOn axial de lo!!I miembros CS.3%). oeteoporosie (2.7%) y 

osteopenia <2~'10. Eistae: lesiones. !!le supone que son ca.usado.e 

principalmente por hiperplcusia de médula Osea. 

hiperactividad de la mi!!lma m~dula que provoco. a su vez el 

eneanchamiento del espacio medular y el consecuente incremento de 

la presión intramedular causante de lo. osteoporosie. 42,44 

El dolor en las articulaciones es trecuente. pero el edema de 

las miemo.!!I es raro. Desde 1977. se han publicado varice: reportee 

concernientes al sietema locomotor implicadoe en la talasemia 

menor. De manera general. el 52% de loe po.cientee con talasemia 

menor tiene dentro de su historial clinico complicacionee 

variables en este sistema. siendo la artralgia el ho.llazgo mas 

trecuente y las articulaciones principalmente involucradas eon 

mo.nos Cmunecas) y hombros. 49 
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~~~~~~~e~~~~~~~ ~~e~~~~ 

La hidropeaia de Bart. ea la tonna mas severa de la a­

tala••mta. Un eatudio hemodin&mico de esta alt•racion demoetro 

qu• loe reto• tuvieron un eetado circulatorio h1perdin&mico y 

rueron tambi•n mA• acidOticos. hip6x1coa e hipercardicos que loa 

reto• normal••· Lo• derecto• moleculares m4• comunes de la Hb de 

Bart en la. hid.rope111a teta! t'ue del tipo supreaiOn. El 

d1agn0at1co prenatal de la hidropesia tetal por Hb de Bart y de 

ta HbH ha •ido llevado a cabo usando mueetrae de vel losidadee 

cor10n1cae o d• eangre f'etal.'4 

En loa ül timos 18 .anos se han observado 24 caeos de 

hipoparatiroidismo CHPT> en talasemia mayor. En el presente. 4.5% 

de pacientes seguidos regularmente. tienen eeta compl icaciOn. El 

HPT esta llamado a ser principalmente la conaecuencia de 

deposición de tierro en las glAndulas paratiroide!ll. La edad de 

los pacientes. cuando les t'ue diagnosticado el HPT. oscilaba en 

un rango de 11 a 24 anos (media de 16.5 anos). SuJ!ll niveles de 

t'erritina s~rica cubrieron un rango de 810 a 1~.200 ng/ml (media 

de 3.772 ng/ml). La severidad del HPT t'ue muy variada. Sólo en 3 

pacientes ee presentó hipocalcemia severa con signos de tetania. 

ataques o rallas cardiacas. El ataque de HPT t'ue precedido o 

seguido en la mayor1a de loe pacientee por otras complicacione!!I 

cardiacas o endocrinas. No ee ha encontrado una clara relo.ci6n 

entre el HPT y los niveles de rerrit1na e~rica en loJ!ll pacientes. 

sugiriendo cada uno de ellos una sensibilidad individual a la 



toxicidad t6rrica o datlo temprsno en le. glO..ndula paratiroides 

antes de la quelacion.. presentando una reduccion en la sobrecarga 

de hierro. Sin emDargo. el diagnostico de caeos no recientes de 

HPT. en lo• Ultimo• 3 anoa. coinciden con el gran mejoramiento de 

las terapias de quelacton sugiriendo que 6eta puede aer de gran 

ayuda para la pr•v•ncion del desarrollo de HPT.83 

Al parecer. ta.mbi6n exiet• una relaciOn estrecha de la 

talasemia con la carie• dental y la gingivitis. 21. pacientes 

pediA.tricos con talasemia mayor y 6:3 controles sanos (infantes> 

rueron examinados por carie• dental y gingivitis. Se colectaron. 

de cada nifto .. las secreciones estimuladas de la gl4ndula 

parOtida. Se midiO la proporciOn del flujo de saliva de la 

parOtida y laa muestras de saliva se estudiaron para determinar 

calcio .. toe.toro .. pota&io .. urea .. lisozimá y nivelee de 

inmunoglobulinae CigA .. IgG e IgM). Loe resultados demostraron que 

loe casoa de caries dental fueron aigniricativamente maa altos en 

el grupo de talasemia mayor. Lacs proporciones en el flujo de 

saliva en los pacientes con talasemia mayor no tueron muy 

diferentes del grupo control. Sin embargo.. lae concentraciones 

mediaa de aal iva respecto al tOstoro e IqA fueron 

significativamente mas bajas en los pacientes que en los 

controles. La concentraciOn de lisozima tue también menor en el 

grupo de talasemia mayor. pero la diferencia no :fue 

eetadisticamente signiricante. Loe hallazgos podrian proporcionar 

una explicaciOn para las elevadas experiencia de caries dental y 

gingivitis obHervadc.s en el grupo de talasemia mayor.90 
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La necesidad imperiosa de recibir transrueiones sanguineas. de 

lo• paciente• s-talas~micos dependientes transrueionalee. causa a 

eu vez. que ••to• est•n expuesto a cualquier tipo de inrecciOn 

relacionada con la sangre. Tal es el caso de la inrecciOn 

producida por •l HIV y el HILV. En un total de 130~ pacientes con 

.e-talaaemia. en 1990. se detect.sron anticuerpos para HIV-1. HIV-

2. HILV-1 y HILV-11 en 2.76. O. 0.23 y O.OBll! de loe pacientes. 

respectivamente. El riesgo residual de una in~ección por HIV-1 en 

una tranaru•iOn directa. deepude de la implementación de la 

bü.equeda de 1Snti-HIV-l en sangre de dono.dores. t'ue de 

o.proximadamente 1: !50. 000 unidadee de sangre: e:!!!lltO basado en un 

nUmero aproxime.do de 200.000 unidades de sangre administrados al 

grupo de 130~ pacientes estudiados. de 1986 a 1990." 
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PRUEBAS DIAGNOSTICAS 

En eate capitulo .. se trataren loe mtltodoe de dio.gnóistico maa 

reciente• .. para la 1dent1ticac16n de lcu1 diversas hemoglobincus 

a.normal••· Evidentemente .. varios de el!!ltOlt m•todoe 

referencia a la• hemoglobinopatiae mAe comunes .. ya !lea por su 

frecuencia o bien por la importancia clinic.:1. que eetas 

representen. 

En estos ültimoe anos .. el diagnO:wtico y la consideración de 

lcis personas a:teetada:!I d .. en:termedadees genéticei.s han 

experimento.do un cambio enorme. Hace algunas décadas .. solo podia 

basarse en la interpretación de los eintomas para establecer un 

diagnostico. Frecuentemente. se trataba de la. presencia de 

célula.e anormales. visibles en microscopia Optica. De eete modo .. 

ise descubrió que individuos de raza negra afectados por episodios 

agudos de ataques cardiacos poseian glóbulos rojos en forma de 

hoz. Paralelamente a los progreeos de la bioquimica. algunas de 

estas enfermedades celulares pudieron explicaree por la 

existencia de anomaliaa en ciertas proteinas. A.si. loe quimicoe 

L. Paulinq y v. Ingram demoetraron en 1949 que la drepanocitosis 

se debe a una forma de hemoglobina anormal (hemoglobina S). 

incapaz de ~ijar correctamente el oxigeno.104 

Fuera del A.mbito neta.mente bioqu1mico. nos encontramo1S ahora 

con diagnOsticos basado en el empleo de técnicas genéticas que 

nos permiten identificar y diagnosti~ar de manera eficaz. rapida 

y con.fiable. los desordenes moleculares que se traducen en 
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enfermedades diticilmente detectablee mediante las técniccu' 

ordinarias de laboratorio. 

El diagnostico de cualquier desorden 11anguineo inicia con una 

historia concisa y un examen m6dico completo. 

O~EPANOC: :C"T'C>S :C S 

En •1 paciente comü.n .. con anemia de c6lula11 t'alcit'ormee .. la 

hemoglob·ina y el nü.mero de globulos rojos eetAn die-~1n.:S.id~t1 hO.sta 

aproximadamente la mitad de los valores norma.lee·. L-a.···-·anemia es 

normocitica y normocromica.. menos que hayan:-, tactoree de 

complicaciOn. En el t"rotie tenido de sangre -~ez7_i~4'.ric~a suelen 

observarse unas pocae t'ormae !Semi lunaree .. pero -fo-(?na:s.:...:nótable es 
" :: c~i' 

la intensidad de ani!locitoeie.. poi qui loci~osie.. Y. ·p·resencia de 

c6lulae en diana: tambi6n .... t'recuent.9 la,_ pre:11encia de 

eritroblaetoe. Se han observado c6lulae ~fragmentadas y otras 

anomalias .. como euelen verse en la hemOlisie por impacto en 

pacientes con drepanocitosis y embolias pulmonares .. El número de 

leucocitO!I euele hal larsl!' entre 12000 y 16000 por mm3 : ee han 

sena.lado valoree entre 4000 a 69000 por mm3.. El nUrnero de 

plaquetas euele ser normal pero no son re.roe: valoree mayores a 

1x106 por mm3.74 

Se observan los eiqnos de laboratorio de proceso hemolitico. a 

menoe que 9e trate de una faee apldeica. El nUmero de 

reticulocitos suele eer mayor de 20%. La cantidad de bilirrubina 

de reo.cciOn indirecta en el suero esta aumento.da. pero no euele 

exceder de 3 mg/lOO ml. a menos de que exista alguna complicaciOn 

hepatobi liar. La excreción diaria de urobi l inOgeno fecal varia 
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eapont4neem.mente. y disminuye despuds de transtusione:e de sangre 

completa. El hierro plem.sme.tico es normal o esta aumentado. y la 

capacidad de tiJaciOn del mismo es normal. 

El examen de la m•dula Osea euele revelar hiperplaaia 

eritroc1t1ca del tipo normobl4stico. acompanada de hiperplasia de 

c•lulae mi•loidea. En ocasiones. una hiperplaeia prolongada de la 

m•dula origina deficiencia de tolato. que puede manifestarse por 

eritropoyeeia del tipo megalob14atico. Durante una crisis 

hipopldaica se ha observado aplasia aguda pasajera de la m~dula. 

Pueden observase tormas semi 1 u nares de eritrocitos adultos y de 

glObulo• rojos nucleadoe con material obtenido de la medula. Se 

ven eri troc i toe 

preparaciones de 

perit8rica.!58 

~ i lamentoeos 

medula que 

largo!!I má.s frecuentemente en 

en las obtenidas de sangre 

Existe un parametro intere!!lante en lo que respecta a los 

niveles de ~oetatasa alcalina edrica. las isoenzimas de tosta.tasa 

olcalina y la excreción de hidroxiprolina urinaria. La tostatasa 

alcalina total es significativamente elevada en pacientes Jóvenes 

con anemia talcitorme. En las pruebas de inactivación por calor y 

electrotoresis de las ieoenzimas. indican que es en el hueso 

donde esta la isoenzima predominante en loa pacientes. La 

excreción de hidroxiprolina es evidentemente mayor en los 

pacienteer con anemia talci.torme que en los eujetos sanos y la 

toetatasa alcalina .s6rica total se relaciona de una manera 

contundente con la excreción de hidroxiprolina urinario en lo:s 

pacientes con anemia talciforme. Tanto la .tostatasa dlcalina como 

la hidroxiprolina .se incrementaron con la edad en los pacientes 
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con esta ente~edad. Lo anterior eugiere que el retraeo del 

crecimiento y/o la destrucciOn oeea pueden contribuir a loe 

niveles elevado• de la tosto.tasa alcalina y de la hidroxiprolina 

urinaria.~9 

En pacient•• cuyo• glObulos rojos adoptan forma semilunar la 

velocidad de sedimentaciOn no e•ta tan aumentada como suele 

ocurrir en pacientes con un grado :similar de anemia. La eetasis 

prolongada d• la sangre venosa disminuye la velocidad de 

sedimentaciOn porque se produce detormaciOn talcitorme. 

Los eritrocitos de la anemia drepanocitica son anormalmente 

reeietentes a lae eoluciones ealinae hipotOnicas. En una eerie. 

el valor medio para iniciar la hemOlieie era de 0.3~"5. y para 

completarla de 0.22". Algunos de los glObulos no ee hemoli9a:ban 

en agua destilads. Ls tragilidad. mecanica de los globulo9 es 

normal cuando tiene torma diecoide.. pero aumenta !111 me produce 

detormaciOn semilunar por expomicion al anhidrido carbónico. 

El tenOmeno caracterietico de la adopción de terma semilunar 

puede demoetrar!lle en preparaciones húmedas con cubreobjetos bien 

cerrados. segun la t6cnica de Emmel. Loe inconvenientee del 

m6todo de cubreobjetos eon el tiempo necesario para que ocurra el 

cambio de tormo. que ee vuelve semilunar. incluso en pacientes con 

anemia drepanocitica. y la obeervac16n de reeultadoe negativos 

~a.leos. Se han descrito por lo menos otras 14 pruebas que 

producen termas semilunares. De acuerdo a la experiencia. reeulta 

eatietactorio el m6todo del metabieultito e6dico. 

Taml:>i6n ee Util el m6todo de la electrotoresie de la 

hemoglobina para distinguir muchos pa.cientee con anemia 
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drepanocitica de lo• que tienen :s imp 1 emente el ca:racter 

talcitorrne combinado con alguna otra anemia independiente,. y de 

los paciente• que son heterociqotoe para dos hemoglobinas 

anormalee. Es ~undamental recurrir a la electrotoreeia durante el 

estudio do los pacientes en quienes las pruebas preliminares,. por 

ejemplo la prueba Sickledex. basadas en la anomal1as de 

eolu:bilidad de la hemoglobina S dieron resultados anormalee. 

No suele haber diticultad para establecer el diagn6etico de 

anemia drepanocitica si se piensa en ella. Una prueba positiva de 

adopciOn de torma semilunar indica que el paciente tiene el 

caracter heterocigoto o sutre anemia d:repanocitica. La 

demoetracion de la apariciOn de celulae talcitormee en un 

establece el 

drepanoc1tica. porc::¡ue el caracter 

diagnOetico 

falciforme 
,- -'" ' 

es~·-¡' '~:?~ti-~ en 

pacientes de raza negra que pueden eutrir anemia· ·p_O~ ..... c'~~i(¡U:ier 
otra causa. Cabe efectuar un diagnoetico equivoC_adO ~:-d'é"· ~an'emia 

drepanoc1tica en pacientes que tienen el 

menos que ee lleven a cabo loe estudios adecuados. s1- el paciente 

no ha recibido tranetueionee en techa reciente. el diagn6etico de 

anemia drepanocitica caei eiempre puede eet4bleceree o excluirse 

por electrotoreeie de la hemoglobina. El deecubrimiento de una 

anemia relativamente leve acompanada de prueba positiva de 

apariciOn de t'ormas semi lunaree en un paciente que tiene 

esplenomegal ia intensa debe hacer so9pechar que eutre una 

com.binacion de caracter semilunar y otra anomalia hemoglobinica. 
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como hemoglobina c. ma" quo anemia drepanocitica. La 

electrotoreeia de la hemoglol:>ina constituye el metodo mas Util 

para di11tinguir la anemia drepanocitica de la enfermedad 

semilunar por h•moglol:>~na e y otros trastornos que dependen de la 

existencia 11imult6nea de hemoglobina semilunar con otra 

hemoglobina anormal. Cuando se produce la eubetituciOn del 

segundo amino4cido de la hemoglobina Memphi!I Junto con la 

preaencia de hemoglobina S homocigotica. ha.y una mejoria de la 

viecoaidad d• la eangre drepanocitica. de manera que las crisis 

dolorosas eon raras. Es necesario el ano.lisis de loe amino6cidos 

para establecer el diagn09tico. puee la imagen electroforetica el!!!I 

la de una hemoglobina S homocigOtica. 

91 no l!!!le p1en9a en un diagnO!ltico de drepanocitoeil!!!I. la 

enfermedad puede con9iderarse erróneamente fiebre reumO.tica 

cuando un paciente su~re anemia. molel!!!ltias articularee. fiebre. 

agranda.miento cardiaco y soplos en el corazon. La ausencia de 

doloree inteneoe. hinchazon hiperl!!!lensibilidad de las 

articulaciones. que auelen obeervarse en la fiebre reumdtica. 

puede ayudar a distinguir esta.e dos entermedadee. En otros 

pacientee con signos de procel!!!lo intrabdominal agudo. puede ser 

ditici 1 eatablecer el diagnostico adecuado porque en termos con 

anemia drepanocitica a veces sutren urgencias quirürgicae como 

cualquier otra persona. pero taml:>i~n desarrollan eignoe de 

enterrnedad intrabdominal aguda a consecuencia de la simple anemia 

falci~orme. Hay que tener presentes ambas posibilidades cuando se 

ve a.l paciente: la decil!!!lliOn ee establecerd tunddndoee en los 
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signos del momento. La anemia de cdlulae ralcirormee debe 

di.terenciar!le de otras entermedo.des que causan t:alcera de la!I 

extremidades. y de laa que producen s~ntomae y signos de 

participacion del. aietema nervioesos central. La drepanocitosis ee 

h<l con.tundido con artritis reumatoide. oeteomieliti!I. 

pol 1om1el itia .. meningitis .. accidentes vasculares cerebrale!I., 

hepatitis y otros procesos. 

La talasemia mayor se caracteriza por anemia de tipo 

microcitico hipocr6mico. euele ser intensa.. pero el nUmero de 

eritrocitos puede variar entre 1 y 4 mi 1 lones por mm3. El VCM 

suele aer menor de 60 a 70 milimicrae cübicas. La CCMH no es tan 

intensa como la disminuci6n de la HCM. Puede disminuir la 

rragilidad oemOtica de los glObulos rojos. Comparando la 

rragilidad oemOt1ca con la 1nclueion marcada de HbH modit1cada. 

!!e encontrO que data Ultima prueba .tue superior con un 100% de 

sensibilidad en la deteccion de o:-1-talaeemia heterocig6tica. y 

.tue. ademas. especi.tica como un examen con.tirmatorio de 

talasemia. Loa indices eritrocitarioa son. sin embargo. las 

herramientas de bUsqueda bósicas y pueden ser usados junto con la 

inclusion marcada de HbH mod1t1cada. La rragilidad o9m6tica no es 

mejor c¡ue loe indices eritrocitarioe y tampoco es una prueba 

conrirmatoria .14 

Suelen observaree.. en la talasemia mayor. otros cc.rc.cteres 

comunes a casi todas lae anemias hemoliticas: aumento de lo. 

bilirruhina de reacc1on indirecta del suero y de urobilinogeno en 
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heces y orina. incremento del hierro t~rrico y disminucion de la 

capacidad latente de tijacion de hierro. Ademas. loe eritrocitos 

son anormalmente reeistentee a la hemOlieis en eoluci6n salina 

hipotOnica; la hemOlieie puede no ser completa en :soluciOn al 

0.2- o incluso en agua destilada. 

Uno de los caracteres hematologicoe tipicoe de la talasemia ee 

la presencia de grandes cantidades de hemoglobina F. Esta 

hemoglobina conetituye del !SO a maa del 90511!5 de la total en 

algunos p.scientee con talasemia mayor. La preeencia de 

hemoglobina A 2 • generalmente en cantidades aumentado.e. se observa 

en casi todos los pacientee con talasemia menor al etectuar 

electrotoresis de hemoglobina eobre laminas de algodon. Algunos 

pacientes pre!!lentan cantidades normales de hemoglobina A. 2 con 

aumento de la hemoglobina F; una proporc16n todo.vi.a menor de 

pacientes muestra aumento de las dos variedades. 

El aspecto del entermo 'Cipico de to.laeemio. mayor ¡.luede hacer 

sospechar el diagnostico. No suele ser ditici l por la evidente 

hepatoeplenomegalia. la anisopoiquilocitosis. c~lulas en diana y 

normobla:stoe en los trotis sanguineos. eignos de hemOli:sis y 

preseneia de cantidades aumentadas de hemoglobina F. 

Aunque el diagnostico de talaeemia mayor rara.mente resulta 

dificil. no siempre es tacil distinguir las tormas mas ligeras de 

talaeernia de otros 'Cipos de anemia hemolitica y de divereas 

hemoglobinopatias. La apariciOn do microcitosie hipocrOmica Ccon 

anemia o sin ella). c6lulo.s en diana. glóbulos rojee nucleados y 

hematies punteados en sangre peritérica de una persona joven con 

h~pato:splenomegalia hara sospechar el diagnOetico. En otros 
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momentos .. el problema puede plantearlo una ariemia microc1tica 

hipocrOrnica que deba. dietinguiree de una .ferropenia. En caeo:s 

dudosos .. ee muy Util la determinaciOn de la concentracion e~rica 

de hierro (baja en la terropenia y normal o alta en la talasemia) 

o la eatimaciOn de las reeervae de hierro en la m•dula·- Oaea. 

Hallar policitemia microcitica a veces conetituye ': 1el< primera 

indicaciOn de talasemia. De hecho. las dos caueae p~·tri~·i:paYes'de 
la anemia microc1tica hipocrOmica eon la deticienc¡~'./ci~~:;:'h.'1'~~·~,~ Y -· -.- - .:.~- - - .... - ·--

la talasemia. Los anal ieie discriminantes baea.~o~-··.~~~-i~:ii·~-:~·e~i,¡;·~~e _ 

combinación de los indices eritrocitarios cl4eii:oe;·.-_;h-~ri\ 

usados ;>ara diferenciar entre 

diver:!lol!!!I grado~ de pree.i!!!liOn. 

una anemia 

Se diepone 

' ·._-: .. ," '.; ;~ :',-· :--.. _i'~".''· :, / ·. ·_. : 
y una,. t.~yla~~~-i:~·,:~~-" 

'. ' • • "· > ~ -

ahora d~:·:j; ~~~~--- . .,_nuevos 

1ndiceer.. gracia!! a loe modernos contadores"- de ~-:::~~.~~-la:~_-: ·1a 

amplitud de la di9tribuci0n de lo:s eri·t·~6Cit~·~ '<{RO~»:-'-~:)': .. _10.· 

distribución de la concentraciOn de:. he~~~-{ob~i'n~~J;J.:'cffDW.j\·( Los 
"' ~ , 1 

anó.li:sis discriminantes 9ugieren que·· l'el ·RBC. '·.e1>.:'Mé1.f"CfY,\,~1·~ RDW 

contri:buy~n eigniticativamente a la 

anemia por deficiencia de hierro' y 1d ·talasemi~·. ~tanto 'en 

donadores sanos como en pacie~t"~~·~·.hospitalizados:. ·En.· el: pr:oceso 

discriminatorio. trabajoe previos han pa:sado por alto_ la 

heterogeneidad de la anemia entre los diferentes grupoer ahdmicos .. 

asi como las diferencias biológicas en el volumen medio 

corpuscular CMCV> y la hemoglobina media corpuscular CMCH) entre 

lol!!!I sujetos con alta y :beta talasemia. Se ha probado que la 

diterenciaci6n entre la deficiencia de hierro y la talasemia por 

an41ieis diecriminantes .. es clinico.mente confiable y se ve poco 

afectada por la severidad de la anemia. La selecciOn de lo:s 
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indices eritrocitarioe que contribuyen a la discriminacion de la 

anemia microcitica hipocrOmica. e estuvieron en 

consideraciones biolOgicas y eet4d1eticaa.1:5 En 113 irldividUos ,'ee 

identificaron 18 mutaciones diferentes correlaciOnddas con 

valoroe de volumen corpuscular modio y. eetadieticamente. los 

valoree de MCV de eatos individuos ee encontraron dent'rO-"'---de ·.un 

rango muy amplio (~6.3 a 87.3 tl>>. En caei todos los caeos. loe 

portadores de grado de mutaciOn beta tuvieron un MCV por abajo de 

67 ~l. mientras que apenas unos pocos heterocigotos beta+ 

tuvieron MCVs cerca de eete limite. La media de MCV de portadoree 

de gro.do beta tue. estadieticamente. mae bajo que la de 

heterocigotos beta..,.. Lae diver:sas mutacionee beta+ fueron 

asociadas con diferencias eigniticantee en loe valoree medioe de 

MCV. Por el contrario. toda.e las mutaciones que no eran de grado 

beta tuvieron virtualmente rango e idénticos de MCV. Los 

resultados indican que el gro.do de reducción en MCV eet& 

directamente relacionado con la eeveridad de la mutación. Las 

desviacionee:. en 4 caeos. fueron a:sociadas con rearregloe comunes 

del gen alta, mientras que en otros 3 caeos • el MCV de 

heterocigotoe .a-talaeemicoe es un para.metro valoraDle en 

estrategias de planiticaciOn para una ria.pida identiticaciOn de 

mutaciones en poblaciones con una gran diversidad mutacional. 

Eete ueo puede ser particularmente ventajoeo en el merco del 

diagnostico prenato.l. El patron de los valores de la MCH tue 

!!limilc.r al patrón de MCV. Sin embargo. loe reeultados sugieren 

que la MCH puede ser prioritaria para realizar una detecciOn en 

una poblac:iOn de investigaciOn.16 
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Se ha planteado una tuncion di~criminante entre loe genotipos 

para hemoglobina H y para hemoglobina H/SC. Eeta ~unc16n retiere 

la relac16n entre el porc•ntaJe de hipocromia y el porcentaje de 

m1crocito11 (Hipo/Micro). En eete planteamiento. se determinaron 

el volumen eritrocitario y la concentrac10n de Hb en loa 

eritrocitos individualea de 62 pacientea con ent'ermedad de HbH 

(37 con genotipo H <a-talasemia. 1/cx-talasemia 2> y 2:S con 

genotipo H/SC <a.-talaeemia 1/Hb de Conetant Spring>>; la:s 

detenninacionee tueron realizada.e en un analizador celular del 

tipo H•l. Los 2~ caeos con genotipo H/SC. el mas severo. tuvieron 

microcitos (volumen menor a 60 tl > menor al 35%.. e hipocromia 

Cconcentraci6n de Hb menor a 28 g/dl> mayor al 35%. El 76% de loe 

pacientes CH/SC) tuvo una Hipo/Micro mayor a 2.5. mientrae que en 

los pacientee con HbH C82-> tue menor de 2.~. El histograma del 

volumen eritrocitario t'ue tambidn notablemente diterente entre 

los dos genotipos: el H/SC tuvo un pico maximo entre 60 y 90 t'l. 

mientras que el genotipo H presento un pico muy cerrado en 60 tl. 

indicando un mayor grado de microcitoeie. El incremento de la 

hipocromia con una ligera disminucion en el tamano celular de loe 

eritrocitos H/SC, eugieren que el pobre grado de 

hemoglobinizaci6n no estuvo vinculado o poco tuvo que ver en loe 

disturbios de la síntesis de proteínas de membrana y en su 

montaje eobre la membrana plaematica.30 

Ee importante comprender la patotisiologia de las talasemias 

humanas severas representadas por la a-talasemia intermedia Y la 

HbH (ex-talasemia). Se ha demoetrado previamente que l a:!I 
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propiedades de los materiales del eritrocito y su mem.br.snet eon 

di~erentes en la a- y .e-tala3emia. y se ha demostrado tambidn que 

esta. diterencia. es proba.blemente ca.usada por la_ .a_cum':-'-·.lacic:;>n de 

cadenas de a:-globina en el citoesqu81eto·- ·de la·· .B~-~-~1~1~·e:~ia:. 
mientras que las cadenas de .B-globina aon a:e:oci5dá""s ~·::.·con_, el ·.,,··· ... , ... .,_,·,-,.. ., 

citoeequeleto en el caso de la a-talcusemia •. -Tai1t.0.; énF:·1a,~Ct- como ·.· ·.·. __ , .. 
en la .e-ta.la.sernia. algunaa de estas caden-ae.-- -eie ~~l~0~-1-na:¿a_e ~oxi~an. 
siendo esto evidenciado por la p~rdida de ,t10(~-~:',:~;;~·i-b·~,~~>~~:··~deni.e..s. 
hay evidencia s imi 1 cir en 1 a oxidcic 1on de · p~~,~~~~~~-~:~w~~\·-~.~~~.~--n.- -· 1 ci· J3-

ta l asemia. en tanto que la J3-espectrina ·par9·é·e'~~~;~er'..f~~jeta a la 

oxidacion en la a-talasemia. Eetae ob~~,';;'~d*~1i~l~~~~~n :'14 idea 

de que la asociaciOn de la oxidaciOn parc1a1··<··.de·:.:.,1·aa ·cadenas de 

globina con el citoesqueleto conlleva A una;·i~·;~iid~ciOn .. de. 'la!9 

proteinas eeque ld,ticas ady4centes. La· ano~al idO:.d- d_e_ l~ prote:l.na 

4.1 en la s-talaeemia es 

respecto a. la conocida importancia de esta protei~a ,· en. la 

coneervaciOn de la eeta.bilidad de la membrana. una 

es anormal en las membranas a-talasémicas.57 

Taml:li~n recientemente. ee ha deerarrol lCldo un anticuerpo 

monoclonal murino CmAb) eepecifico para la cadena delta de la 

hemoglobina A2• que no oce1.eiona reacciOn cruzada con lae cCLdenas 

al~a. beta o gamma. El rnAb reacciona con let hemoglobina P-Nilotic 

ChibridCL beta del ta) • pero no con la Hb/Lepore-Boeton Chibr:ida 

delta beta> indicando un "epitope" acorde c:on las posiciones 116 

CArgl y 117 CAsnl o 125 CGlnl y 126 CMetJ de la c<0dena delt<:<. 

Usando este anticuerpo. se estableciO una prueba de ELISA rapidd 
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Y simple para la detecciOn y cuantiticacion de Hl:>A2 en adulto. 

eordon y hemol isadoe teta.les. Eeta técnica . supone una val ioea 

adic10n a lo• metodos corrientee ·-::: pat'a, ·el .'.:'di&g-nOstico de .a­
talasemia basados en la cuantitiel:l."c10ri da" ~A:~·-~·~:. 

Como ya se menciono cnte~iorm~~~~-~.-:~;·~ i-';~: "; ~;r~6;~is·· · tetlidoe de 

sangre peri~érica mueetran grad·o_~---~:~~:~~~~,~~i~-;if~~e:~.:~~-~.~U1_ioci tos is. 

anisocitosis y pol icromatoti l ia. :~-~e"_:,i,~~~\~·~-~~-~·-~·-.~~~-(.~~,:;ven·::pequenos 
e hipocrOmicos. Hay muehoe hemat·1e~·:(:p~~-~~-~·~o~'~·;·-:_,,e·n' diana". Los 

eritro:blastos* que casi invariabl9~~,·~t~::~{~~-~s~~:~~'.» muchas veces se 

observan en gran nUmero* i ne luso ·~,,.~~r. :, Que e 1 de lo" leucocitos. 

Suele hal:>er reticulocitosis. acompattada de hiperplo.!!lia 

normo:blastica de la médula Osea. El nUmer"o de leucocitos vario. 

entre 10.000 y 25,000 por rrun3: a veces aparecen formas no maduras 

en la sangre perit•rica; el numero de plaqueta9 suele eer normal. 

En tala9em1a menor el n\lmero de glóbulos rojos suele eer 

normal o esta aumentado. a peear de que la hemoglobina y el 

hematocrito se hallan disminuidos. Los pacientes con a-talaeemia 

menor heterocigota tienen un decremento en el hematocrito CHto). 

Ya que el Hto ee un determinante primaria de la viecoeidad de la 

sangre total. la conocida reduccion de e:ste pare.metro en la .e­
talasemia menor pod.ria conducir a una reducciOn medible de la 

viecosiidad de la eanqre total. La intluencia del relativamente 

bajo volumen medio corpuscular y la coneecuente elevaciOn en la 

cuenta de eritrocitoe y la e-talaeemia menor sobre la viecosidad 

de la sangre total ueando un viscometro microporoso. no ha sido 
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previamente objeto de investigacion. Dado la anterior. la eangre 

de un grupo de aujetoe normale:s y con a-talasemia menor tue 

examiná.da con un viscOmetro microporoso para elucidar 

posteriormente las relaciones entre la viscoeidad de sangre 

total. el Hto y la.cuenta de eritrocitos. Los datoe muestran que 

para los sujetoe norma lee y con .G-tala9emia menor. existe una 

correlaciOn poeitiva (r - 0.6~. p menor a 0.01) entre el Hto y la 

viscosidad de la Bangre total. Sin embargo. la pendiente de la 

regresion de la sangre total y del Hto de loe eujetos con a­

talasemia menor. :fue Bigniricativamente mas o.lta que la de los 

eujetos normales Cz - 3.14. p menor a 0.001). Oe eete modo. para 

cualquier Hto dado. la viscosidad de la sangre total 

correspondiente tue mas alta que los normales. Los estudiÓs~de. la 

relacion del conteo de eritrocitos con la viscosidad de la,·:~Sti:rlgre' 
·-''"'-'iÍ'"• .• 

total. indican que la e levada viscosidad a un Hto dadO ·.:;"'e~etUvo 

relacionada a la cuenta de loe eritrocitos en los sujetos> con .s­
talasemia menor. A causa de las interacciones contrarias del Hto 

y de la cuenta de eritrocitos .. la vizscoeidad media de la 9angre 

total del grupo de sujetos con a-talasemia menor examinado no fue 

significativamente más baja que la de los sujetos normalea. 73 

En algunos de talee cazsos puede haber reticulocitoeie con 

hiperbilirrubinemia ligera. En el rrotis de sangre perif6r1ca son 

manifieeta.s loe c6lula.!I en diana: existen anisocitoeis .. 

poiquilocitoeie. policromatorilia y hema.tiee punteados. mucho mas 

prominentes de lo que podria suponerse por el grado de anemia 

presente. 
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El examen a simple vista de la fragilidad oemotica en un 90lo 

tubo de ensaye de los eritrocitoe se realizo~ .en un estudio. a 

sujetos divididoe: en cuatro grUpots: - C 1) ft~~~l >.- ~-i ~) ·- pei-'Cadore=­

de rasgos a-ta1a••m1coe proba.doe: c1·1·1> .<!1.ne~1·a:p~~- -é:iet-1cienc1a_ d.e 

h:ierro: y C iv) otras hemoglob,in~-pa.~1~~\ ;~ ;~~r~.:~;:~~-¿-~~;.\. ~:~--- e-~ i ~acie. 

::::c::::c";: ::~;:::1 ... ::;::~~m~;t~t:~~~J~(e"e ... fp:e .. citil;t;•i;cj~i·~df ... :dJJ~i~ ... e;n ~: 
sene1ibilidad del examen :tue de.J~~;!S-.·:Y,~:>eu- _ __ _ _ ________ · d'~·..¡;-,--57~. 
El valor predictivo de la prue};~~t.::·~:~~~,¡-~::1~~~:-:.:-·rt~"t::d;;_~,"7Q::·s%~>>~·n: __ ta·neo 

... 
que el de lo. pruel:la negativa tu9 de-~9_8/:3%._:~-~~'.Es::a· .-'prU:~b_a.:~:t-~mbié.n 

tue poeiti.va en 9/17 eujetoe con H:bS .. .' 3/3 .eujetoe coh 'HbD Y en 

1/l csujeto:1 con HbE .. La prueba demostro ser simple-.. economica. 

tacil de realizar y adaptable para el campo· de la investigac~On.l 

En la talasemia la permeabilidad del catiOn en el eri't.rocito 

se ve incrementada. pero el incremento del :bombeo del cation 

dependiente de ATP-asa mantiene una concentra.ciOñ normal'• de ca++. 

Na++ y K.- .. Inveetiqando lae concentracionee eritrocitariae de-, 

Mg++ en a-talasemia heterociqOtica y en anemia sider~pénica 

microciticc. 

heterocigotoe 

~ueron e:!ltudiados 

.B-ta 1 a.semi cos y 

2!5 

2!5 

controle:!! sanos. 40 

pacientee con anemia. 

eideropdnica. El Mg++ eritrocitario se enea.yo mediante absorciOn 

atómica o por mt!ltodoe eatandar de laboratorio.. El Mg+~ tue 

significativamente menor en el grupo de .e-.tá1aaer:11a en 

compo.racion con los otro=i: dos grupoe Cp menor a 'o.óOi>. El 

magneeio sdrico tue oetensiblemente menor en, los p.~:cientee con 

anemia siderop6nica con reispecto a loe paci_entee .B-talasémicos y 

a loe controlee Cp menor a 0.01). mientra.e que eetoe Ultimo~ dos 
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grupoe preeentaron valoree eimilaree. Eetos resultadoe f!llugieren 

que el incremento en el bombeo del cotiOn dependiente de ATP-aea 

no •• suriciente para mantener laa concentraciones eritrocitarias 

normal•• d• Mg++ •n la a-talasemia heterocigota. En la anemia 

aiderop•nica la permeabi 1 idad del catiOn no se ve incrementada .. 

por lo tanto •l Mg++ eritrocitario es normal. Loe :bajos niveles 

e6ricos de Mg++ en la anemia eideropdnica podria eer explicada 

por un ddticit primario de Mg++ asociado con la :!llideropenia 

miema. 48 

Tanto la demoetraciOn de un aumento en la resietencia de los 

eritrocitos a lae soluciones salino.e hipot6nicae .. como la de un 

aumento de hemoglobina A2 por electrotoreeie .. confirman el 

diagnostico de talasemia. Puede eer diricil reconocer 

preeencia del gen de talasemia en pacientes que sufren alguna 

otra hemoglobinopatia hereditaria. Por ejemplo. una persona 

heterocigota ¡:>ara hemoglobina s y para B-talaeemia puede 

clinicamente eutrir anemia de celulas talcitormes y presentar en 

la electrotoresis solamente hemoglobinas S y F. por supreaion de 

la hemoglobina ·A. Ouiza eea necesario estudiar otroe miembros de 

la :tamilia para descubrir la verdadera indole del tra.storno. En 

un estudio reciente (1991). la ampliticaci6n de genes mediante la 

reacciOn en cadena de la polimeral9a <PCR) ha sido aplica.da al 

diagnóstico prenCltal de a- y J3-talaeemias C1 y !5 casos 

respectiva.mente). (1 caso) y ri:brosie 

cistica (14 caeos). Se emplea.ron muestras de vellosidad coriOnica 

de diez semanas de embarazo y. en tormo paralela. se analizo ADN 
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mediante mapeo convencional de genes. El dia.gnOetico definitivo o 

la exclua10n de un teto a.t'ectado. tue posible en 17 de 21 casos 

a.si examinados. Segun e!lte estudio. la PCR ·reduce ·e1 tiempo 
<' _. '. ·. ·., . ; .·· .· 

requerido pare. ol diagnOetico prenstal. · La Contam.1naC1o'n del ADN 

es una fuente potencial de error.2 

Las enrermedadee de talasemia-hemoglobina· _C .~·Y.'' t·alaeemia­

hemoglobina. E son procesos el inica y hematolO~··~-~-~:~:~n'.~~e' eimi lares. 
' .. _._, "•----

En a.mball ha.y eeplenomega.lia. ligera anemiel h.i-poC~.6~'1Ca. c~lulae 

en diana. y aumento de reeistencia. a las soiuci.onea salina.e 

hipotOnica:s. 

En pacientee con ta.la.eemia intermedia en ·qui ene e l <> 

hiperabsorc16n do hierro puede origin'.~.r .. -e-eri·~~ -~-+dist'Uncionee 

or¡¡cnicas. un medicamento de hierro c¡uela~,tS;o'.r~'.~~"n·t~Lº~ictivo 
podria. tener mae ventajas tera.p6utic_a~.~ '···eepecia.lmente{jpa.ra ·loe 

mucho" paciente" con ""t<>. anormal it~jt):~. \Tui;~f~~~~~·i,~;~Mi~d6. 39 
En 

este contexto. pero en relaciOn /co1n•J';•14,,¿;5~"moglc;>bi~a' ;f~ "la 

anuencia de inmigrante" del =ure.:~~;.:.,'e'i~~~~~I~i~.;~~¿'cf~dt~~~ia en 

at'loe recientes. ha dado como ree~_~,ta~~,:·-~~,-~-,~'°~~;~~~~'ft~~~-\~~~~~~ico e~ 
los deeordenes de HbE. detectadoe·-en:recidn·:::nacidos .. -;,'Loe._patronea 

iniciales de la hemoglobina de FE CHbF/HbE) rio distinguen entre 

los EE homocigotoe. un estado· benigno. y la E/J3-talaeemia. un 

desorden clinicamente importante y que es. t'recuentemente. 

trane~ueiOn-dependiente. Deede que las costumbres culturales y de 

lenguaje advierten ~recuentemente la neceeidad de examinar o los: 

padres (loe cuales pueden excluir los desordenes ta.lasdmicos). 
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el diagnostico en el neonato no ee poeible mediante los indicee 

eritrocitarios normales y el estudio mediante una metodologia de 

AON ea relativamente costosa. se ha propuesto un m~todo de 

investigaciOn alternativo. Con eet• m•todo Be inveetigaron los 

porcentajes relativos de HbF y de HbE obtenidos en loe resultados 

de HPLC de reci•n nacidos de la regiOn californiana. y se 

encontró que lo• porcentajes de Hl:>E ~ueron marcadamente menores 

en los neonatoa con HbE/S-talaeemia versus los homocigotoe EE. 

Del mismo modo. lae relaciones F/E tueron diterentes en el grupo 

de E/.B-talaeemia comparado con el grupo EE. Este analieis puede 

por lo menos minimizar el nUmero de examenes de ADN requeridos. y 

con mae datos de E/.B-talaeemia. puede probar ser un eubetituto 

contiable.120 

Un método rapido .. no rodio.activo. para el diognOstico de las 

mutaciones e-talaedmicae mAe :t'recuente .. eeta. basado en una PCR 

alelo-eepecitica del tipo multiplex. Eete método permite la 

detecciOn directa de alelos normales o mutados eobre el ADN 

genOmico. En la realizaciOn de este método. tueron usados tres 

oligonucleOtidos alelo-eepeci'f!icoe por ca.da mutaciOn: uno común 

cebado a contracorriente y otros doe diterentee en su nucle6tido 

terminal 3' (uno eepecitico para el alelo normal y otro 

especifico para el alelo mutado). Por cada muestra estudiada 9e 

realiza.ron. en paralelo. doe reacciones de PCR ueando. en un caeo 

IVS-1 nt 110 y el codOn 39 cebado normal en el segundo ca.so .. 

usando el correspondiente ceba.do mut~do. En ambos casos. se 

vi:!luali::::a.ron los di:t'erentes :t'ragmentos de PCR. Después de lo. 
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optimizacion. eatoe :fragmento!!! dirigieron =solo la ·ampliticacion 

de sus alelos complementarios. Se realiz6 un estudio-simple ciego 
, -'·- .-

Sobre el ADN de l.8 individuos homo o heterocigOtOa. ·par~ este· -tiP·o 

de mutacionee. En comparaciOn 

todos lo• reeultadoe rueron 

~~~~~;;~~;::~~:~~~l::;:~::;;~~:~;¡~~lii:i\~f ~ 
grandes eeriee de investigaciOn de hap~~-t~poe:~- ant~!'.f"\d~ .·e~guir el 

ru=o diagnóstico de varias en~ermeda~es'~,:~f~:~J~¡ys~!''7'; >· 

La enf'ermedad de hematiea eemilunar-ta~aSemiá'_ :r1:-1e· .d.~'eci-ita por 

primera vez en 1946. antes de que ee hicieran _estudios 

electrotor~ticoe de hemoglobin~. La inmensa mayoria de loe casos 

ee han observado en pacientes de raza caucaeica de origen griego 

o italiano. Se ha podido comprobar que estos enf'ermos son de tipo 

doble heterocigoto. para loe dos genes anormales provenientee de 

sus progenitores. Esta enfermedad se parece a la anemia de 

glObulos rojos talcitorme9,. pero la gravedad de la anemio.,. la 

rrecuencia de las crisis doloroso.e y las Ulcerae de lo.e piernas .. 

y el grado de esplenomegalia varian considerablemente segun los 

pacientes. Las caracterieticas hematolOgicas son la anemia 

hipocrOmica microcitica. la rorma semilunar de los eritrocitos en 

preparaciones hUmedo.s. y lo. presencio. de gran nUmero de células 

en diana en frotie tenidos y :fijados. Suele haber 

reticulocitosie. Es en el tipo beta de talasemia donde se 
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observan interacciones con la hemoglobina. s. ya que o.mboe genes 

atectan a la cadena beta. En algunos pacientee pr4cticamente toda 

la. hemoglobina e11 S y F. de manera que se neceeitan estudios de 

familia para establecer el diagnostico de enfermedad de hematiee 

semilunar-talasemia. 

La deteccion de la eimple baee de mutaciones dobles en el 

codOn 6 del gen de la a-globina es importante para el diagnostico 

prenatal de la anemia talcitorme y de la. enfermedad se. Se ha 

un procedimiento nuevo para crear un :sitio do 

re.striccion en loe alelos beta A y beta C para tacilitar la 

discriminacion de loe hemoglol:>ino.s .A. 5 y C. El· pririci¡)iO general 

de eete procedimiento es el de ampliClr enzimO.ticamente el .ADN 

genOmico usando un "cebo" modificado que contiene un nÚcleOtido 

alterado on la terminal 3' para crear e e tos sitios de 

reetricciOQ. Deepul!te de que este "cebo" modificado ha sido 

eficientemente incorporado dentro de el ADN amplificado. los 

productos de la PCR son digeridoe con las enzimas de reetricciOn 

.Avo. 1 y Sty 1. Ava 1 reconoce un eitio en el ADN amplificado que 

contenga un alelo beta A. y Sty 1 reconoce un sitio en el ADN que 

contenga un alelo beta C. Ya que los a.lelos beta 1\ y :beta C 

pueden eer dietinguidoe directamente por la presencia de un sitio 

do reetricciOn. o l alelo beta A puede .... identificado 

indirectamente. Loe tres alelos de lo.e a-globinae eon tacilmente 

dietinguidoe por el tamano y patrOn de loe fragmento~ 

elec~rotordticos sobre gel de agaroea. Este ·procedimiento es 
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e1Jpeci.tico y sen!!litivo. permitiendo aei un diagnOetico rapido y 

economice de la anemia talci~orme y la entermedad sc.68 

Puede haber diticultad al distinguir entre el tra1Jtorno 

ocasionado por la hemoglobina D y la anemia.· drepO.nóci'tica- porque 

en aml:lae entermedades se o~eerva le.. s¡J1obÜlos 

talci.tormes en prepa.racionee de y .. en.· 

tormas reducidae de hemoglobina. po~~~~~--~.2:--.i~~::> ~~-·i·~-~-~\ id·a~ de 
.-.><,-:-."'. 

hemoglobina D reducida ee normal. :'En1ent·r·4,, , _que :.-:·· 
hemoglobina S reducida esta d.i:!lminuid.a·;~;.,::>· 

de eolub'1'{~-~,~d ,.;.diferencial· 
-. . .. -;e;,_,,-_. __ ., 

ta.lea circunS.tO.nCias cabe 

Loe ee1tudios 

en 

etectuadoe1 

resultar concluyentes; 

la de 

pueden 

emplear 

le. 

le. 

le. 

no 

la 

electrotoresie en agar a pH. 6~2 ·.para dietinguir la!I dos 

hemog 1 ob i nae . También se ha eenalado la enfermedad por 

hemoglobina O homocigOtica. 

:H:E~C>GL..O:E!I ::C NA. C3 C :H:l::>G) 

La hemoglobina G. ee encuentra. en muchas ocasiones combinada 

con otras hemoglobina9. como la HbA y la HbS. Su determinacion se 

real iza normalmente mediante prueban de "olubilidad y 

corrimientos electro.toréticos. Después de una electrotoreeis 

alcalina a la muestra por e!ltudiar .. si se encuentra un 

corrimiento que correeponda a una hemoglobina AS .. se debe 
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realizar una prueba. de :!lolubilidad que en su resultado negativo 

indicara la exietencia. de hemoglobina AG. misma que se corrobora 

con la aplicacion de una tinciOn de benzidina. ··cuando el 

resultado d• la prueba de electrororesis a. pH alc~lino nos indica 

la existencia inicial d• hemoglobina ss. .... --~~~liza un 

corrimiento posterior en agar de citratos. lograndoe9 identiricar 

una banda especirica que corresponde a la hemoglobina SG. en caso 

de que ll!eta se encuentre preeente.122 

En la determinación de hemoglobina M se debe tener en 

consideraciOn que la determinaci6n de esta haemoglobina. no es . . : 

exa.cta por medio de la medic16n de metahe~~gfOb.in.S ·;a travt!IB de 

prueba.e de absorbancia. La. demostra.ci~-~--~:·de' ~·~:,:·1a ¿· .. héñtoglobina 

a norma 1 . debe real izarse mediante e 1 ectro~O.z..e·s1·~·c~L .~f¡:;:·~;!~L: ca.so . de 

las variedades de HbM en la=s que. 14_/,~i{b~~;~~'.d~1·~¿~-~ i'd~·l· -~o.Cido 
aminado tiene lugar en la" cadena., b·e.f~~: ·,,.¡,·<r~~<l;'.i',un :;complejo 

entre el O.cido aminado eubetitutivo y e.1 hierro'·,4t'drrico; ··eiendo 

entor.cee dit' ici l e inexacta la medicitirl de".·{~·· ~~n~:~'-~·traci6n de 

meta.hemoglobina por el mi6todo de la cianometahemoglobina··: incluso 

alguna.e variedadee de HbM no reaccionan en absoluto con el 

cianuro. En la Tabla 3~ se preeentan alguno9 tipoe de HbM con la 

medicion de loe eepectroe de cianometa.hemoglobina y el maximo de 

absorciOn de metahemoglobina.102 
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TABLA 2. Alguno• tipos da •eve.-idad clinic• da talaaem1a.• 2~ 

Al•lO 

B•t•--~~•--..-. 
Al-F•-t•l•••mi• 1 
Al-F•-t•l•••m1• 2 
Hbc-~-•-"' •--~--

H•t•r"'OCigoto 

M•nor"" 
M•nor"" 
Menor"' 
Mano ... 
Por""t•dOr"' ailancio•o 
Por""tador"" •ilancic•o 

Homocigoto 

Mayo.­
Mayor" 
Int11.-media 
L•t•l 
Menor"" 
Meno,. 
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TÉCNICAS DE RUTINA 
Las t6cnicas que · .s continuación :se describen,. son c.quellas 

que. de man•ra rutinaria. ~· emplean en el trabajo diario 

encaminado a la detecciOn de hemoglobinas anormales. 

IDENTIFICACION DE HEMOGLOBINAS ANORMALES-
Se recomienda usualmente. una elec,tro.toresis: en aceta.to de 

celuloea eeguida por una electrof'ore91e en··.e.gar".de citrato. como 

un procedimiento inicial para 14;- deteccion -de hemoglobinas 

anormales. Puede tambiit.n real izarse:. ·Un .. examen pa.ra hemoglobinas 

".tal ci t'ormes" para contirmar. l~ -.1d.'~-~-titica.ción de hemoglobina S. 

Los do" procedimientos mencionadoe 

anteriormente. pueden di.tez:-~nci~r_.- 1a· 'hemoglobina s de las 

hemoglobinas D y G. y las hemoglo~in~e _c. E y·o de cualquier otra 

hemoglobina.. 

Para ~acilitar el diagnostico de los sindromes talasémicos. se 

a.nade a la19 electro~oresis de acetato de celulosa y de agar de 

citrato una cuanti~icaciOn de hemoglobinas Az y F. La 

cuanti~icaciOn de HbA2 se realiza usualmente por la eluciOn de la 

banda de acetato de celulosa después de la electrotoresis a un pH 

de 8.6 o bien mediante microcromatogratiia. Una cantidad elevada 

de HbA2 eugiere un razsgo de B-talaeemia.. mientras que una 

disminuciOn ee caracteristico de una a-talaaemia.122 

Los niveles de hemoglobina F. son solicitados de manera 

rutinaria por la mayoria de los médicos. pero rara ve% son 

Utiles. La hemoglobina F cuantificada por densitometria puede ser 
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inexacta en aquel loe caeos en los que puede eer mdl!I U.ti l. Esta 

cuantit1co.ciOn debera realizarl!le usando· un procedimiento de 

desnatural izaciOn a leal in& )" _ -Pod~1~~:': l imit.ar~~- : a,- la con~irmaci6n 
de une. elevada cantidad de Hb~. obee~G·d'~-:~9~····ia · eleCtrotoremis en 

acetato de celulosa. La ·ffbF·-' ·me\1"·'.ericuentro. _eleVada . en ltu' 
-:=.S-'=;c'.=o .-===:.--'=-: ~=;.-·-

==~~:;:'::::~=:::r::i~lf ~f~{~i~~;:tr :rt:ti::::::: .:: 
amplia variedad de deB,oi:-dSneS.:\:·~~l~1·to~~s··:<.-.·Et't-:-.éXamBri·:>?d9 ~e-:ru-ci6n 
acida de HDF puede di-teÍ-~~·cie.'r:<~-~tre. ·una --/·d.1B~:r~·b4~~~~,:~·-.~~in~g~ne4 
CHPFH> y una distribución-: ::heterogériea · Cla ··:~m~-~~-~i'd: ~de las . .. 
talaeemias) de hemoglobina. 'F dentro de los'eritroC-it.Os. 

~ -- . : - ' :. 

Lo. prueba de precipitación de iaop~ÓparlO~- es··.:"01_ «Proced:im1e.nto 

de bUsqueda mas Util para una hemoglobina ,_.~··ri';·:;,~~b-ie.: ·Algunos 

laboratorio8 real izan de manera rutin~riO::._ e~·t·a: .:prueba en todos 

los desarrollos de hemoglobinas o.nol"'males;:· El :frotis de sangre 
,.'\'_.. '• 

peritérica provee de mucha intorma.ción y·.:·¡:n.iedé ··suminietro.r lol!I 

primeros indicios de una varia.nte .de· J:l~~~g.10bi!-ia que pudiera 

estar preeente. Loe indicee eritrocit0.ri09· • .'.-,-eepecialmente el MVC~ 

en es muy Util 

microciticae de los eri trocitoe · ·;, nOrmales-. 

especiales 

distinguir 

incluyen una 

la. hemoglobina 

electro~Ore~d8- a 
: ··~. '- . .' -·- . ' 

H y la. hemoglobina 

hipocrOmico-

Otro:r examenes 

pH normal 

de· Bart de 

pe.ra 

o trae: 

variantes y la prueba del azul 

de inclusión de hemoglobina 

b~~ ·.¡:.{·~~·t_~· ·. ·d·e_:.:cr'e~ i 1 o - para_ cuerpee 

H y~ ~1g:u.n-~s .-·otras 'h_e_~oglobinas 
inel!lta.bles. Pueden ser nece!!ario:s··: ·_:~-~-t·u.dio~ de· ·:funcionalidad 

hemoglobinica.. de sintesis de las ·.;·~d~~as." d~ _g.10.binas. oné.li:!!is 

l.12 



de ADN Y estudios estructurales ae las globinas. para precisar la 

identi'l!icacion de una hemoglobinopatia.102.103,122 

MUESTRAS DE SANGRE (COLECCION Y PREPARACIONl 
La colecciOn de las muestras de sangre·y su preparaciOn eon un 

importante aspecto en la evaluo.ciOn de lae hei:n.~glol?inopa.~iae .. 

'l!recuentemente menospreciados por loe laboratorietae .:~A· pe:sar de 

que muchos de loe mtttodos de colecciOn · estl!lndar. -. p~eden 

proporcionar muestro.e de sangre para 

procedimientos de bUsqueda. la extra ce ion de sangre. _ve,noe~ de. !5 a 

7 ml en tubos vacutainor que contengan un 

preferentemente. ACD. heparina) ee muy 

permiten realizar varios procedim.iento!I de 

antico~0g_ulante ·,CEDTA 

Uti 1. Est.ae ·:muestras 

una soi
0

~'.·t:~·~~1~·c'~1on. 
La eangre tambillln puede ser colectada en capi 10-:~e=::s_·._."h;;,parini:¡;o.doe 

(tubos de hematocrito). de un dedo o de un pincho.z~.-erÍ .:e-i· talOn .. 

siendo especialmente Util en el recidn nacido~ ··un tercer 

procedimiento to.ml:>i.en Util en la búsqueda. =sobre recittn nacidos. o 

en muestras enviadas A un laboratorio central. ee la colecciOn de 

ee..ngre ce.pilar o del cordOn uml:Jilical sobre pe.p~l filtro. La 

8angre capilar y venoea. pueden :!ler almaceno.do.e a 4•c por,mae de· 

28 dio.is ein diticultAd en la interpreto.ción de loa pat~one.s 

electrotordticoe. La :sangre colectado.. almacenada y transporto.do.. 

en papel tiltro. ee menoe e9to.ble y debera ser examinada de~?,_a 

10 c11as. 

Se recomienda la conversiOn de una muestro. de eangre-;tota.i -·a 

Uñ hemoliso.do celular lavado. Este procedimiento pu~itica la 

hemoglobina .. mediante la remociOn de cttlulas blanco.e ... pla.quetae. 
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cdlulaa del ee:troma y proteinas plasmatica=r. Tambien permite el 

ajuste .de la soluciOn de hemoglobina a aproximadamente 10 g/d.l 

siendo a.decuado p_ara_ mueatraa de eangre an~mica o con 

policitemia. El uso de hemolisado para la electrotoresis de 

hemoglobina ••rvir4 ... por lo tanto.. para reducir laa _bandas de 

proteinaa auperticialea no hemoglobinicae .. manchae y otros 

artetactos que inter~ieren con el anAlieie:. 

El m6todo para. el reactivo de hemolisado se resume abajo. 

Otros procedimientos ?Ueden eer preteridos para tipoe eepeciticos 

de variantes de hemoglobina.e:. Por ejemplo .. la hemoglobina H y las 

hemoglobinas inestables .... desna.tural izan con eolventes 

organicoe. Esto.e c6lulae debera.n ser lisadas con 4 volümenes de 

agua destilada y los sedimentos celulares deber~n ·aer~~ep~radoe 

mediante centri:ugaci6n de alta velocidad (18000 rpm xr20 ·min) a 

4ºC. 

~ETOOO P~RA EL REA=TXVO 
HEMOLXSAl'JTE 

Este es el metodo de elección para los·.~ pr:ocedimientos de 
. ¡ • . . • • 

bUaqueda de rutina. sin embargo. no re su l td-::'conVe:~i 9n.t'9 · au · em'p 1 eo 

para prepara..r muestras cuyo examen r~~u·i'e_r~::~~~·:~g~·~n·d.~e ·cantidades 

de hemo 11 sado. como estructural de 

hemoglobina. .. 

1. Pre~are EDTA o reactivo hemolieante 84.poni~icado. 

a. Reactivo hemolisante de EDTA: Disuelva. 0.25 g de 

sal tetra.sódica de EOTA y 5 mq de KCN en 100 ml 

de agua destilada. 
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b. Reactivo hemolisante saponiticado; Disuelva 100 mg 

de saponina y 5 mg de KCN en 100 mg de agua 

destila.da .. 

2. La muestra apropiada de z!h~.ngre·:"es'::·--:mezcldda. con 91 

reactivo hemolieante para 

a. Lava.do de las 
/ 

en un tubo. 

A.nada 3 

gotas de reactivo hemolisante. Agite vigoro:amente 

durante 15 segundos. 

b. Sangre total: Coloque una gOta.,de sangre en un 

tubo usando una 
·~··· 

reactivo hemo 1 isante. Ag.i t'~:/> VfgórOZamente durante 

15 segundos.. . .·~·-f'.;:~'.·· /~~~-- ]~~~::;'. .. 
e. Tubo capilar: Centri tJgii~_': ""d.Ut:-~nte 5 minutos en 

una contri tuga de hematOc·r·i·téi: · :, MarqUe e 1 tubo 

capilar con una 

paquete celular. Asegüreee 'de medir cerca del 

paquete y abaJo del plasma. Rompa el tubo donde tue 

marcado. Coloque el paquete celular en un tubo que 

contenga 6 gotas del agente hemolisante. Agite 

vigorozamente durante 15 segundos. 

d. Papel tiltro: Perfore un disco de papel filtro con 

la muestra de sangre. de o.5 cm de dio.metro. usando 

una perforadora. Coloque el disco en un tubo 

y a.nada 3 gotas del reactivo hemolisante. Mezcle 
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pertectamente y d6jelo repoear durante 4~ 

minutoe pa.ra eluir la i:emoglobi~a._ R~t~re .. ~1 papel 

riltro del ._étuJ:tO.. e-x-Pr1rüi.erld.O _',·~u~i'quier.(: ·t1U1do 

residual con un apl icador <barra d8' ..;,Ídrio.) ·~ -

La principal ruente de contaminaciOn .. ::~~l u~-·~~é~:;.~~-l;·¡·~ad~ bien 

preparado .. es la presencia de a-nhi.dr-~~á --~carbOn-1·ca;~·-~-Una·:t=pz.ote_ina 

no hemoglo:binica. Esta. proteina de 

de la hemoglol:>ina .. un pH de B.6. 

electrotoretica con Ponceau s y puede La 

metahemoglobina ee a.cumula en mueetrae de e 

intertiere la interpretación de la electrotoreeis. La ·~diciOn de 

KCN convierte la meto.hemoglobina en cianometahemoglobina,. 

eliminando este problema. 

ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA (EACl 
P:a:-c:::>p6:1!!!!!!1 ~ t.Cll 

La EAC ea el procedimiento inicial en la bU=i:queda de 

hemoglobinas anormales.. La tt!tcnica es sensible a mueetras de 

eangre total en cualquier etapa de la vida <recién nacidoe .. 

:rangre de cordon .. edad adulta) .. 

~:r-:1. ric:: :l. p ~e:> 

La. electrot'oreeie ee el movimiento de pa.rticulas cargada:r en 

un campo el6ctrico. La hemoglobina se carga negativamente a un pH 

entre S .. 4 a e.6 y migra hacia el Anodo en un campo el~ctrico con 

acetato de celuloea como medio da soporte. Durante la 

electroto:resi~ muchae: ,variantes de hemoglobina ee :reparan debido 
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a las dit'erencias de carga .resultantes de alteracione::s en :su 

estructura prima.ria. Esta separei.ci6n permite una identiticaciOn 

preliminar de estas hemoglobinas. 

1. Burt'er: Tr:la-acido etilendiamintetraacético CEDTA)-butfer 

de acido bOrico CTEB); ·, pH a·.4 
Tris (hidroximeti l) am¡·-n~~~~~~o. _ •••••.... , •• 

Acido eti lendiami t.et;~-~;~;~~.i'~o .. · ....•..•... 

A e ido bOr:lco •.•. > ~·-~·::_. ! ·')~ 2~~-:-~:~f'._-!~~·(-~ ·' •. ~ ·.· .· ..•....... 
Agua de.st:llada •• :<·_ .. ·~\::X~:-._.--;- ... ·· ........ . 

2. Colorante~ 0.5 g/dl de~~.<?.~ceaü _S 

Ponceau S ••••••• ;·-: ••• · • • -: -~··. -.••••..••••.•. , • 

Aeido crieloraedcico.~ •...... ,,;,,, ....... . 

10.2 g 

0.6 g 

3.2 g 

cbp l 

Agua destilada ...•...••..••....•..•.•. cbp 100 ml 

3. SoluciOn reveladora 

Acido ac6t1co glacial .......•.•.....•••... 50.0 ml 

Agua destilada ......••............•... cbp 100 ml 

4. Metano! absoluto 

~. Solucion aclaradora 

Metanol absoluto ..•...•••..•.... , .•...•... SO.O ml 

Acido ac~tico glacial ••..••.•.....••..•.•. 20.0 ml 

1. camara de electrot'oresis y tuente de poder 

2. Placas de acetato de celulosa 

3. Aplicador (en algunos sistemas. es necesario que la 

muestra eet~ pertectamente alineada a la base) 
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4. Mecha.e y papel tenido 

~. Tubos capilaree de hematocrito o micropipetaer 

6. Contenedores para el colorante 

7. Estu.ta o plancha caliente 

8. Balanza y pHmetro 

9. Envolturas plaeticas 

Se resume o.qui el procedimiento general paro. la EAC. Los 

divereoe .fabricantes. tienen di .terent8s -:-:Pz::oocec:timientoe. 

nece21ario e1eguir las in9truccion.es del· .to.bricante, P.ara el uso de 

productos eepeci.ticos. 

l.. Coloque ~O ml de bu.t.ter TEB en ~;;da,;"ü.~C '·(i~.';::ia!i;·d,_C,Z, ce.id~s de 

2. ~:m:::ª~:=s r:~:::e Y d: 0 ~::~:t;~·~:2;~~~~t~~~'.\ttA1J~Vi~e/:TEB por 
lo menos ~ minuto9 a.ntee""de .. ,.:uerarlas~;.:,raa.Je'''.·lentamente las 

p la.cae dentro del bu.t.~~~-r";~ ~~i'f~-ri~á~:Ji',:f~:?~~~:~:~~:~,~·'.f:~:~'."' ~~U~~~J ae 

de aire en la membran~'. :.\ ¡::,}e'f. i:tt~{·~~;:,¡.:ilif :, ;~<:;: <;" ' '•,. ·. 
3. Coloque la placa de _:~-~~.~~t:~:~~-~·;:~·~,~-1~~-~~-ª:'.·º~·~1:-~_?-".!-~~-,:_:~~;~·::·~-~ de 

pape 1 absorbente. ,de -~ari~~~·}.~~~·~}~~~~:-~~~~~~~;~~i~;~;;_::·~~:~~-J~;:~~~-~~~ el 

exceso de humedad. ·, '·'·~" - · ~~~,::".~;<~ ; '-;. ' ··.:;:.:~ >r,~:~~'2·~, it~·:-> ;~,'.~~: ::,; ~· ·'. '.·_,",. . 
4. Aplique las mueetrae h~mol. isO:da'~ _-;- ~.~:br~-.~~ i'·~'k:·~:~~~~~\: :. d:e"1 -· lado 

del acetato de celulosa. : :-"~ -... ;· - ~ 
:5. Coloque la placa en la camara con ·:·el . .-·1'adÓ~.de1:·~clceto.to de· 

celulosa hacia aba_jo y coloque sobre "1a·"placa· una lente- de 

microscopio para permitir un buen contacto. 

CS. Aplique 450 V durante 20 minutos a t9mp0ratura·-ambiente. 
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7. Con ·la camara apagada. quite la placa y .tino.la durante. por 

lo menos. 3 minuto• con PonceaU S. 

Saque la placa de la ti'~ciOn' 'y;_ ;l~veliei: · trea veces 
--- -- - . -}"-· ::_,_,·,;,,_,__ --e. 

coneeCut1·v~~-~- -durante_ ·2· -~-1ñ~t~~'· ·cada-,".v9Z,,, .~~·éorf:~a·cid.o·_ ac•t:lco 
·:-::_ ·:-.: ,: - . '- ._ ~ . _:.;.:·' :,' "., -~-~_.:- . ' !:::·.·<. '.;'.:,:-, -- -~.:::: '. 

10. 

9. ;:j:-~~ ~i;;~ .. ';~,;,~:.n~~;.n~i absolut,~\~~ 3}~~--;~;1n1~;.tó ... 
Ac i'are'-'._;: i.S> c.:" p'laca·',.-. con~:- laJ-' e·o·1UC'i'6n'_,,, r!S'PeC_tiYa: ~-~- durante 

. ' r,-.,. __ -r/i' ;·.:-~·/J· -.•:'' - "-.~(·~ 
miriut.oa:·::···-. · ·- ·· '°' :.::·,: · "·:-~-,~'I' 

11. sOq~~-· :;~· ".1 a. : e;tUt~ '·J~-~-~-~-¿~·;;_~~', m-~:~·¡_¡:t~-';<·~-- 6--~ •e. 
- . -,.,' . ,_ .<· . / -. :-· : ."· 

12. Coloque la placa en una 'ei-lVolt_ui:a··;de_-:P·.1a·~~t:1cO-y é:tiqudtela. 

C::e> r.a. t. ~o l. 

Se aplica una. muestra de control, c;iue >Coritenga ··al meno:1 2 

hemoglobinae conocida.e. en cada placa con muestra desconocida. Se 

recomienda emplear un control con hemoglobinas A. F. S y A2 . Loe 

patronee de las muestras desconocidas del:Jeran compararse con los 

de los hemolill!fadoe de muest.rae conocidas. Loe controles pueden 

obtenerse en laboratorios comerciales. o bien. procesarse en 

nueetro propio laboratorio. 

Nota: Una variación en el procedimiento de acetato de 

celulosa involucre. una doble o triple aplicaciOn de la muestra.. 

Siguiendo con la electrotoree18, la placa es contrastada. con 

benzidina como se describe en e 1 procedimiento cte l<l 

e lectrot'oreeie a pH neutro para la hemoglobina H. Cuando una. 

variante CX) esta pre:eente. la :fracciOn aXSA2 aparece como una 

banda azul muy pequena. detrás de la mancha roja de la anhidrasa 

carbonica. 
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~~t~~P~~t~~~o~ d~ ~~~~it~~~~ 

Los patronea de una electrot'oresis normal para var:-ia~te9 de 

hemoglobina nonnale9 .. ee repreeenta.n en la Fig.;:--1.\ z.:.~~>:mÓvilidad 

migrando mas rapidamente que 

gran nUmero de variante9 donominadas hemoglobinc~ ... ;:~~fd~~';;'.~ .. c~~O 
.... . ' .. ,:·~<>-./.·_: :·-':~':_<,- ·:·-~·' repreeenta en la Fig. 1 . 

El raego t'alcitorme .. es el resultado de una mayor ·c·~·nt.·1·'cs.~·d de" 

HbA mae HbS .. con una cantido.d normal de HbA2 . L.a en~~~~-~~~'~< de 

hemoglobina SC tiene una bando. ancha en el areo. de -.-i~ -"~~·~~:~··< la 

que .. con la combinaciOn de una banda S .. podria permi_ti~.<-un 

diagnoetico presuntivo do hemoglobinopati.a se. La anemia 

to.lcitorme no tiene bandas A o c .. aunque ocaaiona.lmente se' ha. 

observado una ho.nda de A2 • · Los homocigotos de Hl:>C tienen· une 
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S•ngre normal de. 
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Rasgo de CM-~L--

Contl"'ol 

FIG. 1. Corriml•nto d• di~er•ntas hemoglobinas 
acetato d• c:alulo•• a un pH de S.4.'~~ 

banda ancha en el a.rea de C/A 2 9in :bandas A o S. La sangre del 

cordon en neonatoe normales tiene una predominancia· de HbF. con 

una pequetta cantidad de HbA. La S-S-talasemia. donde 1 a 

produce ion de cadenas a-A eetó. diaminuida o ausente. tienen una 

predominancia de HbS. un porcentaje mayor al 30% de HbA y 

cantidades variables de HbA2 y HbF. 

Toda9 las electro~oreeis de hemoglobina deberan contener un 

control para hemoglobinas A. F. S y C. Estos controles pueden 

prepClrarse en el laboro.torio o bien. pueden obtenerse 

comercialmente. Los patrones de electrotore:!li!!I en agar de 

citrato de algunas hemoglobinopatias comunes estan repre9entada9 

en la Fig. 2. El catodo eeta a la derecha. En un rango de pH de 
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• Norm•l 

• • R•ego talaaámico'. 

• Raego da HbO 

• • En-Fal'"'medad se 

• • En-F•r"m•dad SE 

• • SanQ,.11!!1 
c:ol'"don 

nor"mal da' - • Ra•go da c .... _..,,_ ...... 

• • • • 
e s " F 

o 
G 
E 
o 

FtG. 2. Cor,.-1m1•nto de di~a,..antea hemoQlobinaa en 
ag•,.. d• c::ttrato a un pH de b.0-6.2. 1.z:: 

Control 

6. O a 6. 2. la. HbC migra hacia. e 1 a nodo y de esta manera se e e para 

de la HbE. mientra.e que la HbD miqra con la HbA. La HbF migra mes 

ca.tOdicamente. en tanto que la HbS lo hace cerca del origen. El 

U!!IO frecuente de estoe do:! métodos electroforéticos permiten la 

diferenci.aciOn de las hemoglobina.e O y G de la S y tam.biiln 

hemoglobinas E y O de la hemoglobina C. 

Normalmente, la HbA2 no se observa en la electroforeeia de agar 

de citrato. 

La electrof'oreeis de hemoglobina permite el o.na.lisie 

cualitativo de un presuntivo fenotipo hemoglobinico. Un 

diagnO!!ltico mas detinitivo. requiere de e9tudio!!I bioquimico!S 

adicionale!S. Las cantid..odee y tipos de hemoglol:>inae determinados 
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por medios bioquimicos no retleJan ·necesariamente un cuadro 

gen~tico completo y el genotipo no ~.iempr~"·:?uede ser interido del 

tenotipo. ..Un diagnostico preciso B010, ~uede aBegurar.se despu6=r 

de que los datos clinicos y bioquimicos sean suplementados por un 

estudio tami 1 iar". Una trans:tusiOn ~~ngu'inea reciente en el 

¡:us.ciente puede complicar la 1nterpr:~to:C.i6!'1 de loe resultadoe de 

la electrotoreais. 

El tenotipo presuntivo de la· .heMogl~bina. se de!!igno. en orden 

decreciente de concentra.cion -como .... observado en 

electrotoreeis. De este modo.. si\ 0• d·os ·hemoglobincus migran 

manera semejante o. las hémogl.obi·n~~- A .. y S con A mayor que s. 

1 a 

de 

se 

determina un diagnoscico presuntivo de HbAS <rasgo talcitormel. 

91 S es mayor que A. el dta:gnOstico prc:babf~ .seria entonces d.e 

HbSA (S-.B-talasemi<>l .68.105,UZ 

ELECTROFORESIS EN AGAR DE CITRATO 
; :, 

P~e:ti;>Oes :f. te> 

La electrotoresis de hemoglobin~/.:e·n, o.ga.r-::::_de. citr:ato en un pH 

e lecciOn ,·P~r:~~~; '¿~~-~-¡·~~·~::. ·-·i ~e'····.'~e~~ 1 ta.dos O.e ido. e!O el mdtodo de 

obtenidos " pH aleo.lino en la e1'ectr.;··ror.e~~·1~··:- .en :\~cet·ato de 

celuloea. La t6cnica permite una 

hemoglobinas A y Sen recidn-no.cidos. 

Pr- :l. r¡.c:: :f. p :l. e> 

La electro~oresis en agar de citrato involucra el .·Tmovimiento 

de la.e hemoglobinas en un campo eldctrico con l. g/dl~· de ago.r ·como 

medio de l!!loporte. El burfer de trabajo es de citrato de sodio 
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0.05M. a un pH de 6.0 a 6.2. La eeparaciOn de varias hemoglobinas 

en este medio eetd baeada en la carga electrotordtico. y en la 

adsorción de lo. hemoglobina en el o.gar. Esto. adsorciOn puede 

el!!ltar relacionada con lo. eolubilidad de la hemoglobinc. De e9te 

modo. la separo.ciOn de la hemoglobina ditiere de aquellos 

sistemas en lo• que la migraciOn se basa principalmente en la 

como en el la electrotoreeiB en 

acetato de celulosa. Lo. electro:foresis en ago.r de citrato. es 

especio.lmente Util en la diterenciaciOn de HbS. de HbD o de HbG y 

de Hl:>C de HbE o HbOlrob· 

R ei .a. e:: t. :l. .....,. <:JO t!9 

l. Butter de citrato 0.5M. o. pH 6.0 a 6.2 

Citrato trisOdico ..•..••.........•..•.• 147.0 g 

Acido citrico.......................... 4.3 g 

Agua deetilado. ...•....•..••...........• cbp 1 

2. 30 g/dl de Acido citrico 

Acido citrico ...............•...• ,..... 30.0 g 

Agua destilado. ...............•.••.•. cbp 100 ml 

3. Ago.r 

Bo.cto-agar .......•.............•. , ..... 1.0 g 

Agua dest 11 ada ... . . . . . . . . . . . . . . . . • . • • cbp l 00 ml 

4. TinciOn de benzidina 

3.3'. 5,5'-tetrametilbenzidina Cu otroe derivados de 

benzidina).... .•.• ..•....• 1.0 g 

Acido acdtico glacial ................•. 25.0 ml 

Agua destilada .......•............... cbp 100 ml 
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Vac1e la benzidina: aftada el Acido y agite hasta 

que se disuelva: __ ,luego··a·tlada. el ·agua deetile.da. 
. -.. · .. ·_ 

5. Per6xido de hidróg_eno al· 3% ·(v/v). 

- - - --

1. Prepare portaobjetos -de 5 x 7. 5 cm con O .1 g/dl de agar 

disuelto en ague. destilad4. Aplique de manera unirorme 

aproximadamente 3 ml de la soluciOn caliente. eobre los 

portaobjetos y déjelos eecar sobre· una supert' ic.ie lisa# 

uni!orme a temperatura o.mbiente. Estas p·laciels pueden ser 

almo.cenadas durante vario.e meses ante.e-.- d~·:<e,~:~:~so:.:· 
2. Diluyo. el butter de citrato O.:SM eri· __ un~ ~ré1á:C1on·· 1·:10 con agua 

destilada. Coloque aparte··1ao·.m·1._d~":;--este-'.'.;:bú:tter.:"det· trO:l:>ajo sin 

ajuetar el pH. AJuet8 .~1: __ ;~H-.~~d'e:~'.'.~f?::~_;t~~tá'!\/:b~·t·~~~ de 6.0 a 6.2 

con 30 g/dl de .aci~~ c1t~ic·o.,:·y·~:·~~·~;:-·1g~~·~~-.~~O.·/ 
3. Para preparar 1 ,.,g/dl de -~·ofÜ."ci·Ón·-Xf'd.~; '-'·agar. mido. 1 g de 

Bacto-.age.r· (o Di:tco ~ert.i:ticad~:j'\~-;·--::~~;:~~~~loe· a los 100 ml del 
'.' ,_'<:;.,/ ,,·,: 

:bu:tter de traba.jo de c1.tra.to·.;;:q.úe'>s'~·>:menciona. en el punto 

anterior. Caliente 

est.4 c0mp1etamente disuelto: -·"~~:~··:·.::,,-~~'.;.··. "··.· 

4. Di luya. todo -el hemol isa.do con: ati~a.'.:_deSti lada pera. preparar una 

concentracion menor a 1 g(d;-·~ 

5. Llene. ca.da uno de '101!!1 compartimentos 9xternos de la camara con 

100 ml.'derbut:rer de _trabajo t_rio a-que ee retiere-:el punto 2. 

el cucl ha· sido ajusto.do a- un pH de 6.0 a 6.2 con 30 g/dl de 

uno de los compartimentos de la 
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15. Remoje el pe.pel de cromatoc¡ratia (!5 x 22 cm>. en el. l:>Uffer y 

coloquelo sol:>re lae divi:riones de la ca.mara. cromatografica 

de modo que la parte interior de la mecha·¡ este-: sumergida_. en 
. . '. . .. - '· . ·. ,. ~ , 

el bu.tter tanto en los compartimentos~~~iriternoe~:.:~ .. c_olno ·--~º loe 
externos. ;'·-'{?Y )Z ·' :~~:;; _·. --:-... f:._ .. -

:: ~:11:::: 1:. 3 .~ refrigeración :&K~"~~~=l:~ar I 

caliente sobre e·1·d·o 

colocados sobre 'un4 a·u~·~r"!.1'~-~·e 

hacia 
-.. ~>,~··''. '~-

del i;:>ortao~Jeto's. 

9. Llene 7 de io_s. ~~P~.:~-~-~~:,.~·:;:~-~:T·:;~r~~-··,_.r~~~·~·ª ~~\~~~~~-:- ~º-" 

'º ~~~~:~~ ~~~~~tf ~~~i~f f ~~~~~tt~~i4r;;; 
en la parte med.i4<'d.9'J1.a._:~,~~.~;·;.·c'·· ::·;·~.~f~,·:c.:~ .:::~.:;> ·"?:'· . . ~·,_:::. -. 

11. Prepare el ap1·1ca~_ir,\:v~.(té~b.-ndOio. ~ar:.1:·~~-.--/~.·v~~-:;~~~:.~~; ·-~~a'pt.1qy-e lÓ 

lentamente sobr~·-. -\~'.«;·st,;_p-~.f·-~1'C.ie :. ~~-1-: ·ge'1.~- ;~·~_,_ .. f6'.i~~;-.:~'(; ~~~·r· -~~n 
e 1 ap l icado,r. P~r.'?;·,~~.~:~~~~~n-~:~ .. ~:~,~-~~·:·:~·-~.:··~ge;~-·~·, p'9riu~ t;.i endo un 

contacto de .6 a:,;a.,~·eg.-~-n~~s,~:.' 
' - < ·- ,, ·;·:. 

12. Coloque la placa. de·~. agar:·~cón .'el"'. g,el hacia o.bajo. sobre las 
,·.-·':':' 

mechas a··travc&s_:de-1·o~··dee~-:i.Ve1~~ de~ la.- ca.mara. Aplique de 

1:5 a 17 mAmp!!I de corriente por portaobjetos .<70 a 90 volts>. 

durante 70.minutos 

126 



13. Prepare la t1nci6n mientras inicia la ejecuciOn de la 

electrotoreeis. Diluya la !!oluciOn_ de··b~nzid:Í .. na.·>~n,_:-.¡...e-1Óci6n 
1: 1 con agua deeti lada. Afiada !5 ml d• -:;~e:;·¡;~~:~'~:(~-~ ._:~1d~"6g.e;rio 
al 35'1 Cv/v) por cada !50 ml de tinci~n · d:l'°i~'id~;~.: :;~~~~;;/,. ·. --

R:i~:i9on~a e:~ª:: c::9ra 1 
: .. ~";:~"h:,;~r1;~~,gf ~~~.fii¡i~"ikl>~1~~Ja .. de 14. 

16. 

17. 

Aplique la t:inc:iOn con agua o~~g .. ~~~~.ig~~~~~~:;~é:};:iZf)F~~'d'e:·;~~ar, 
permitiendo que la tinciOn deaa.rrolle .. --un;.;;color_t¡;'azul'-.:-obecuro. 

L::e r~::j::.,::: .. e:a 4 n:::i~: ::1:~€~~~~;~~1'.~~~if~~l~::a'a:~: 
de et i lada. -.<-~:, . :'.:<,_'-';._:·:,·~~~i'T~I/i:\ --;¡\",·~'-' 

-:;.,;. .. -.. ·.· .. , .. ;· 
tas·, Pi'ácdS··_";·~~¡:, ..:-, 3

, ' -~-" ,. .. · 

R;:~~:c: .. ~:av:::::" u=~ :::~rrdi
9

c:ie blanéa"i'iu~¿;;'~~~t0;,;::;~~:r: 
marcarla .. o bien. deje el agar sobl--·~:. ~'{).Jg:~~'-~~~~f~;~~~ ·: -~:~·eque 
el agar en una estuta a eo·c durante e.p~~>X~-~~~:~·.~~~'i·~~~~~~::··~"Or:as 
o dttje lo secar a medio ambiente. Lae cartul. i~~"~:·:·~:~tio'.~': díacas 
pueden ser marcadas ~acilmente 

y almacenarse permanentemente. 

A cada placa1 debera aplicarse un control de hemoglobina A que 

contenga al menos dos diterentes hemoglobinas conocidas. junto 

con las mueetro.e desconocido.e. Los patrone!I de los hemolisadoe 

desconocidos deberan compararse con los de los hemolisadoe 

conocidos. 

127 



Z~t~~p~~t~~iO~ d~ ~~~~1t~~~~ 

La mi.graciOn de los patrones obtenidos con la. electrotoreeie 

en agar de citrato ee mueetra en lo. Fig.2. 

1. Deben determina.rae el vo 1 taje apropiado. tiempo corrimiento y 

tusrza iOn.ica del butter para cada eietema de prueba·. 

Ret:idrase a. un metodo con.tia.ble en donde esta!I variables 

haye.n sido establecidas. aei como tambidn se h.ayan dado 

m1grac1onee de hemoglobinas conocidas. 

2. Cheque el pH del butter preparado al principio y el de las 

separaciones pobre:s (escasas>. 

3. Retrigere y deseche el butter ai se torna ·turbio o es 

contaminado. 

4. Revise el equipo de acuerdo a los procedim.ient~o de control de 

calidad establecidos por el tabricante·. 

~. L&vese la.e 

6. 

a.lmid6n o las pla.co.s de aqar. TOquetó9\S'6·J:O~~:por··~·las orillas 

o use tOrcepe. La contaminac10n de tO:~'.~~~·~'i~~·~:tis~Fcon :sangr~ o 
. ~ ·.~~-;:¡):;r-r.\ .· . . . ... ·. 

prote1nas puede at'la.dir arte.tactos a lo~(p~tZ".'O~es·.;:. 

Equilibre 1 as bando e de acetato de C~·¡'·~}'°~~·~\'";:';ri··- el 'bu:tter 

al menoe 20. m1nuto9 antes d9·-::'QU.; /~~~~t~~:~·-~~.~~a_::·_fa 
Lave las bandas suavemente d.e.itt'rO> d\9·~·~\~ii'~.t"~;.~.:·p~~a 

durante. 

muestra. 

evitar cadena.e de trampa.e de aire o· ia> .. · :tOrmOCiOrl _de 

burbuja:!!. 

directo de 1 .... proteina.s en le. l~miriel. o arruinar 
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completamente la banda. ~lgunae bandas comerciales debero.n 

poneree a flotar 9obre la 9Uperficie del but1!er antee de 

uaarae. Debe aeegurarae el eequir laf!I inatruccionee del 

fabricante. 

7. Ti"a lae placas de acetato de celulosa cuidadosamente: detas 

no deberan tener exceeo de humedad (de o 

cond.ensac10n> • cuando eean aplicadas las mueetra9. La 

muestra d.ebera penetrar 1 ibremente la matriz de acetato d.e 

celulosa y no "correr ... Seque las placas y evite la tinciOn 

excesiva de tal modo que el exceso de buffer no sea 

reabeorbido en el medio colocado en la cama.ro. (esto caus.ara 

un movimiento exceeivo. no deseado. de buffer> • 
.• '·¡,, .. 

e. 1'pl ic:¡ue la muestra tan rapidamente como !!lea ·-·p·~~-::ibf~~~-, ~Coloque 
~- -·:::.:·,<,~:'.;:~'::·e~~>·. , 

la banda o placa sobre la camara y aplique :,~_a:~;:::~orr;~ente te.n 

pronto como :sea posible para evitar la· d1'f_~~'_i~g~-;:~- _·,,} 
9. 1'.plique la muestra cuidadosamente. Lá';.-aplica~i6n de la 

muestra no deber.a ser gruesa o "ancha'" dado que esto 

provocara una resoluciOn pobre. 

10. Lave el aplicador despuds da cada aplicación de muestra. Cebe 

una o d.ot!!I vecee cada vez que aplique una nueva muestra !!li 

eeto es necesario. 

ELECTROFORESIS DE LA CADENA DE GLOBINA 

La electroforesis de la e ad.e na de glo~ina permite la 

caracterizaciOn de otras hemoglobinas que tiene movilidadee 

similares 9obre acetato de celulosa o agar de citrato. La 
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realizacion de la electroforesis de la cadena de hemoglobina a pH 

acido o alcalino permite la diferenciación de mucha~ variantes de 

hemoglobina. sin el extenso tiempo requerido en el analista 

estructural disponible 11010 en laboratorios eepecializados. Lae 

movilidades relativas de algunas variantes de hemoglobina. estan 

representada• en la Fig. 3. 

Pr-:1..rJ.c:::::f.p:lc:::-

Loe grupos hem eon separado~ de las cadenas de globina pgr el 

2-mercaptoetanol. La urea separa las cadenas alta de las demas 

cadenas. Los grupos hem migran tuera de la banda. Las cadenas de 

globinei migran a dit'erentes rangos en but'ters ócido o alcalino. 

La migracion diferencial de lae cadenas de globina en la 

electrot'oresie en acetato de celulosa a pH 5.0 y pH B.6. permite 

la deteccion de una cadena de globina anormal. a.si como otras 

dit'erencia.ciones entre variantes de hemoglob!na. 

Ret ~e::: t:. :l."<:> :!9 

1. Stock de &cido tris-eti lendiamitetraac6tico CEDTA)-butt'er de 

&cido bOrico CTEB). a pH de 8.6. 

Tris(hidroximetil)aminometano ....... 10.2 g 

EDTA................................ 0.6 g 

1'.cido bOrico........................ 3.2 g 

.A.gua destilada ....•.••..•••••••.•••• cbp 1 1 

Almacenar a 4•c. 

2. TinciOn: El Ponceau S es u~odo de me.neri11 rutinaria en la 

electro~oreeis de hemoglobina. 
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3. Urea 

4. 2-mercAp~oetAnol 

5. Acido citrico. 30 g/dl 

Acido citrico ....................... 30.0 g 

Agu4 destil<lda. • .. • . . • • . • . • . . • . • . • . . cbp 100 mi 
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1. El mismo equipo requerido para la electrororesis en acetato 

de celulosa. 

2. Campana de vapor. 

P~c::> e: ll!!td. :lm:l. e11o z-at. <::» 

1. El dia de la prueba.. prepare e 1 bu:t :ter de ·traba Jo at'la.diendo 

108 g de urea a 210 ml del l:>utt'er de TEB. Este- es el but't'er 

alcalino. Para la electrotoresis de una cadena de globina 

acida.. ajuste el pH de 6.0 a 6.2 con 30 g/d.l de acido 

citrico. Mezcle haeta que ee disuelva. 

2. Anada !50 microlitros d~l bu1'1'er de trabajo. 50 mi'Cr-Olitros de 

mercaptoetanol y 50 microlitroe de hemo·l~:!!l~,~~-:-,a_..-"~n pec:¡Üef"io 

tubo de ensaye. Mezcle y déjelo reposar a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. Todo el procedimiento con 

2-mercaptoetanol debera l lev-a.rse a cabo en una campana de 

vapor. 

3. AMada 2 ml de 2-mercaptoetanol al but'rer de trabajo 

remanente. Mezcle. Baje lentamente la:!!I banda.e de acetato de 

celulo!!!a dentro del butter para preven~r la tormacion de 

trampas de aire en la membrana. Remoje las bandas de acetato 

de celulosa en este but't'er durante 30 minutos. 

4. Vierta 50 ml de but'ter en cada lado de la camara. Moje y 

coloque lae mechas. 

5. Seque e 1 exceso de 1 ae bandas con una toa 11 a de papel . No 

permita que la9 ba.ndas ee eequen totalmente. 
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CS. Aplique las muest.ras en el centro de la bonda usando un 

aplicador •B. Aplique ligeramente para lograr una buena 

reaolucion. 

7. Cuelgue inmediatamente la banda a tra.ves del soporte de la 

camara de modo que la parte in~erior de la banda est~ dentro 

del butter. 

a. Realice la electrororeeis durante 85 minutos a 150 volts. La 

camara puede contener haeta t.res bandas. 

9. Quite la banda de la cámara y colOquela en 0.5 g/dl de 

tinciOn de Ponceau durante al menos 30 minutos. 

10. Aclare con 4cido acetico o agua destilada hasta que el ~ondo 

quede decolorado. Lea mientras la banda aun esté hWneda. 

11. Permita el secado al medio ambiente. 

C:::c:aor-1.t.~c:;, 1 

En cada banda con la muestra desconocida. deberan aPli~arse_al 

menos dos hemoglobinas conocidas di~erentes. que- sirvan como 

control. Loe patrones de las muestra.e desconocidas 
••• , ·' > 

comparadas con loe de los hemolisados conocidoe. ya ··s·~~:·:·_cq~e estos 

hemolisado9 sean obtenidos por medio de laboratorioe.-: coinerciO.les 

o bien. en el mismo laboratorio de trabajo. 
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:::LECTROFORESIS A pH NElffRAL P~.RA LA 
nD!OGLOBINA H Y LA HUIOGLOBINA DE BART 
F>'~c::> pe:» t!!!ll :l t. e:> 

La electrotore1Sie en acet:.ato de celulosa a un pH neutral. 

permite la dit'erenci&ciOn de las hemogloDina=r H y de Bart de 

otras hemoglobina• de movi 1 idad rapida. 

::t=> ::r- i ri. e: :l. p :l. Ca> 

La electrotoresis ia pH neutrc.l (6.9 a 7.1) se baea en la 

absorciOn de la hemoqlol:lina en --el.· medio de acetato de celulosa 

debido a la di~erencia en los-:>puri_~os isoel~ctricos de las 

hemoglobinas. La sepo.raciOn de, 1as:(h9ji109:Jo_J:?:{z:ias ~.·Y ·de _Bart de 

otra:s ve.riantes de movilidad ">r~P-~d-~=--~-é~~f{~i)'-~VO:.:{a: c~b~ •. a -pesar· de 
,,, . 

::: 1aa 1eglunaa:od:t:::deva:11 a::::en :;t1t~!~!~~it::~f~:~::~g: ~:::::~:t: 
de Bart. se mueven mas cerc'4::'.·'. ~~~~:~:f~ilódC{:.>~,J~·\· '.~~ai~-~~-e~, '~·tra 
hemoglobina. El re!Sto de las ~·--h~~oQ-~1!:>b.itiás· .. 'permanecen en el 

origen. La tdcnice. tdmbit!n pe~.1.t.~~-- {'~~ i'~:~·n.~·i~·1·~a.·~·~CH{:·de. :bandas 

dit'usas de hemoglobinas H y de~,.:·13~~~ ·<:que t'reC:"t.li9ntemente·· son 

pasadas por alto en la electro~oresi!I ~en .-a.cet.O.-to-, de celuiosa. 

dado que usualmente eetas repre·~-.,~~~..;-_.:·u~~- ~~quena ~orciOn de la 

hemoglobina total. 

1.. Stock O. lM de burter monobAsico de.·sodio :t'ost'a.to 

NaH2P04.H20 ••••••••••••••••••••••••••••••••• 13;6 g 

Agua. de!!lti la.da ................................... cbp 1 l 
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Tolueno (para almacenamiento) ..........•.•.. 1 gota 

2. Stock o.iM de bufter dib&9iCO de 90dio tost'ato 

Na2HP04. anhidro .••••. · •• ,· :· ••. •.•.•. ; ••.••••.. ·14. 2 g 

Aqua de11ti lada .•••••••••••. • •. ' •••..••..•.•••• cbp 1 l , 

3. TinciOn de Ponceau s. 5'g/dl 

Ponceau S ••••••••••• : •• --;._ •• ~~-· •• -·.·~.• ••• ~....... O.~ g 

Acido tricloroac6tico .•. -.••.. ·•· •.. · .•.. _. •• • . . • • 5.0 g 

Agua deeti lad.a .•.•.••••• ·_. •..•...••..•..• · ••.•• cbp 100 ml 

4. Solucion aclaradora 

Agua deetilada ..••.••.. : •••.••..•..•••.••.•.. cbp 1. l 

Acido ac6tico glacial .• ;~·~ .. ~ ..•.. ,,,,, •• ,,, 50.0 ml 

5. Stock de tincion de benzidina 

3. 3' • !5. !5 '-Te trame ti lbenzidine. ........••.•.... 1.0 g 

Acido ac6tico glacial ......•.........• : ... ;. 25.0 ml 

Agua destilada ............................... cbp 100 ml 

Triture la ben:idina; ano.da el acido y· agite .h4sta que se 

disuelva. luego a.nada el agua destilada. 

6. PerOxido de hid.rOgeno al 3~ (v/v). 

1. camara de electrotoresie y fuente de poder 

2. Placas de acetato de celulosa 

3. Aplicador. cajas de mue9tra y base de alineaciOn 

4. Mechas y papel eecante 

!5. Tubos capilares para hematocrito o micropipetas 

6. Estut'a o "plato'' caliente 

7. Balanza y pHmetro 
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P~<:> e e. d.. :l.rn.~ es r-i.t. e:» 

l. Para preparar el ~utter de trabajo. anada 39 ml del stock de 

buffer monob491.co a 61 ml del !!!!ltocl< buffer di:b8.aico. Lleva 

hasta un volumen de 200 ml con agua deetilada. Mezcle y 

verifique una. 

2. Vierta ~O ml del buffer de _ tr4bajo en loa ·-compartimento=:1 
' . ' ~ 

externos de la ce.mara. Remoje y coloque: 1-~·e¡ mech.Ss -~ 

3. Remoje lae placaa de celuloSa C60 · x 76 .. crii> . apoyada.e -una 

contra otra. en e 1 buffer de. trabajo: dl.i~an't·~ ~· ~',.'~ i;~¡:·_-m~··z.;-os~ !5 

minutos antes de usarlae. Evite ··las ::-~~~~~:;~:~~ :d~·-:' "~'ir.e 
deslizando lentamente la9 placas .dentro d~i'-; ~Ú·~~~il< 

" -: <.-... ~' ; . ~· 

4. Quite el exceso de humedad de lae placas colocandola9 

rd;pidamente entre dos piezas de pap·e 1. -·~-~sorbe_·~-~~-:~·.~:~~ -~."~~~~ta 
que la placa de eeque totalmente. 

5. Aplique las muestro.is en el centro de' fa p·1a:ca de acetato de 

celulosa. Permita que loa ext·remoe del aplicador permanezcan 

en contacto con la placa de 3 a ~ segundos. 

6. Coloque la placa en la camara. con la celuloea hacia abajo. 

de modo que lo.e mecha.= eeten en contacto con el acetato de 

celulo9a. Ponga un portaobjetos 9obre la placa para asegurar 

un buen contacto. 

7. Realice la electrotoreei9 a l~OV C~mA por placa) durante 30 

minutos. 

e. Ret1.re las ple.cae de la camara y tina durante al menos 3 

minutoa con tinciOn de Ponceau S. 
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9. Retire las placas de lá. tincion y coloquela en 3 lo.vado:s 

consecutivoe de 3 minutoe ~_Cada. __ uno de acido ac6tico al :3% 

(V/V)• 

10. Retire las placas del ~nJ-Uague tinal 

11. 

:t>enzidina. preparada d11uYe~~·~,~~1 ceto_ck de benzidina. .con agua 

destilada •n relacion 1:1. Por cada !50 ml de tinci~~~;.·-~:i{'~;~a 
a.nada !5 ml de per6xido de hidr6geno al 3% (v/v). 

Enjuague le. placas en varios cambios de agua e 

:identit'ique los 

remojar durante 

patrones mientras aün estén hUmed~s ~':-;-\Pt!-~ita."-

toda la noche. ':~·/t.~fa :·'.·::¿ .·' 
12. Remueva. las placas del agua y permita :secar al aire-·iib.z..e·~, 

Junto con cado. e:!lpécimen deeconocido en ce.da. plea.ca. del::>eran 

correrse una muestra conocida de HbH~ o sangre de cord6n que 

contenga Hb una muestra conocida con Hl:> normal y uno 

muestra conocida de hemoglobina. de movilidad rapida (por ejemplo. 

HbJJ. 

La mayor.ia de las hemoglobino.s no l!!lle mueve tuera del origen. 

Algunas variantee r6pidas se mueven lentamente hacia el e.nodo. 

SOlo las hemoglobinas H y de Bart se mueven signit1cantemente 

hacia el e.nodo. ma9 la primera que la eegunda. Por consiguiente. 

la mayoria d.e las hemoglobinas de movimiento rapido pueden ser 

di:terenciado.s de las hemoglobinae H y de Bart. por este método. 

Dado que 1 as hemoglobina.e inestablee se desnaturalizan. esta 

prueba debe realizarse solo con sangre ~resca (una semana o menos 
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de su extracciOn). Para preparar el hemolieado. use el m"todo de 

agua destilada. 

PRUEBA DE SOLUBILIDAD PARA 
HEMOGLOBINAS "FALCIFORMES" 

La prueba de solubilidad es un examen rapido y simple .. en la 

b\iaqueda de hennoglobinaa que ocasionan rasgo talcitorme en los 

er1trocitos. Ea usada como una prueba contirmatoria para la 

hemoglobina S y otras variantes t'alcitormes despu~s de su 

deteccion mediante electrotoreeie en acetato de celulosa y aqar 

de citrato. Tambi'-n es Util en eituo.cionea de emergencia en la:!! 

que debe ser determinada la presenCia o ausencia de una 

hemoglobina. "falcitorme". No debera eer usada como una prueba 

primaria de büsqueda gendtica. 

Una hemog 1ob1 na "t'alcitorme" en estado reducido 

(desoxigenado>. ee insoluble cuando.se le coloca en un medio de 

butt'er t'ostato de elevada molaridad y.-luego torma polimeros 

(tactoides) que retractan y d9tlectan los rayos de luz. 

produciendo una soluciOn turbia. MientrO.:e las hemoglobinas 

"t'alcit'ormee•• CS.. C-Harlem.. C-Ziguinchor.. S-Travis.. etc .. ) son 

insolubles .. una prueba. positiva .. todas la .. otras 

hemoglobinas permanecen 9olubles bajo estas condiciones. 

1. Potaeio tostato dib59ico .. anhidro CK2HP04) •••.•••..• 216.0 g 
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2. Fos~ato de potaeio monobaeico CKH2P04 > •••••••.•••.. 169.0 g 

3. Hidrosulrito de sodio !Na 2 s 2 o 4 >..... .......... ...... ~.o g 

4. Saponina.. •.• • . • • • . • . • • • . • • • • . • . • . • . . • • . . . . . • • • • . . . • • 1.0 g 

~. ligua deeti lada.. . . • • • • • • • • • . . . • • • . . . . • • • . . • • • • . • . . . • cbp 1 

Anada' ~00 ml de agua destilada. a. un matraz de 1 1 y disuelva 

los reactivos. uno a. la vez. Ajuste a un litro con agua 

destilada despu•s de que todoe 

di:9Uelto. 

Ec;¡'-1 :f. pe:> 

loe reactivos ee hayan 

1. Tubos de enaaye de 12 x 75 mm y rejilla para loe tubos 

2. Micropipetas de 20 microlitros 

3. Pipetas de 5 ml 

4. Tarjetas blancas con lineas negras 

5. Bo.lanza 

P:s:--<::ll e: "9'd. :f. m :f. e r"'l.t. <:> 

1. Pipetear 2 ml del reactivo en un tubo marcado. 

2. Permita que el reactivo se caliente a la temperatur4 ambiente. 

3. AMada 50 microlitros de sangre total con EDTA o hep4rinizada. 

4. Mezcle y espere 5 minutoe. 

!5. Coloque el tubo a 2.5 cm al trente de una tarjeta blanca con 

11 neas negrcur . 

6. Lea la turbidez de la solucion. 

Ce> ri t. :r-e> l. 

Corra un control positivo y otro negativo para cada grupo de 

prueba:s de solubilidad. La mezcla. del reactivo con la. sangre. 
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.... 

toma un color que va de ligeramente rojo o. ro:sa.. Un color 

ligeramente o.naranjado indica el deterioro del hidrosultito de 

sodio en el reactivo . 

~~te-p--t~c~o~ d- ---~it~d=-

La prueba poeitiva. para una hemc?globiÍlS ralcitorme esta dada 

por una soluciOn muy turbia. Las _¡J:·~e·aa.,n~gro.e de las tarjetas 

blanca11 no pueden observarse a trav!!!tS.'·:d.e ·1a:·solucion. Todas la.e 

hemoglobinas ''to.lcitormes" es~: ,·/:C::H~~-i'em· o·. C-Georgetown. 

C-Ziguinchor. S-Tr..vis. S-Antill~t·~;~~¡1~Qt-i-<~~~f~y~\1erÍc141 d"n 

::::::::e i oenn en 1 :6 G ::~~:: 1 l ~"., .. : ... -.· .'··,l .. ·.·.-.:_·'.:_·: .. -,-.•·._.-_•·.-.. •.:·--:~·-•.;,·.·.:_,~,J_·.~.-.;,:.1·-· .. :·'.-.·.:,:_,~.(.:,,"._,:,'_,.·::~._-: .. ~.·-·.·.·:~· ;".'· - i'.J~:~~g l ob,i n"" con -- " .~::. ~~-'"~ ~ji~JZ:::/.t:}:~·-:~~::i:,': ... / ::·-' 
Una prueba negativa para :;,hemoglobina ta1·c1~ormes•.•·:,ocurre 

cuando las 11 neas negras ~;;J:Lt.tX~:~¿:., de la 

solucion de isangre-reClctiv'.O~: .,La·~\'~so uc ~-~~:~~\::.f(:~r:.e.cer clara o 

l iger.,mente turbia. pero, ~~~M~f{:;~:~:1~~,~~'L,~~~~n,t~•; · ;;~n .visibles. 

La mayoria de la hemoglobinas;;:«.incluyendo" ·10.:s·· A~ F; c. E. 

O-Arabiga. D, G. 

Los reeultado 

I. y J •. ·d.et.:n·r·eeú1-tad0'·rieg4tiVo para.esta prueba. 

rateos ·p~·~·¡·t·¡:y·~~-,--S'e 1 ob8ervo.n en policitemio. .. o 

bien cuando la adiciOn de sangre total ee excesiva en relaciOn al 

reactivo. Tambidn ee dan rateos poeitivoe en la dieglobulinemia. 

transtusiOn reciente con eangre que contengo. alguno. hemoglobina 

"talcitorme". e hiperlipidemia. Otro. causa de ~aleoe positivos. 

puede ser la ina.ctivaciOn o caducidad de los reactivos: una 

transtusiOn reciente. do.do que la sangre normal diluye a la 

sangre con hemoglobina "ralci.torme'': en pacientes menores a 6 
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meses de edad; y en anemias donde loe valores de hemoglobina. sean 

menores e 7 g/dl. 

CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA A2 
La determinaciOn de la relatiVa conc9ntr5c1Ón de hemoglobina 

A3. ea ütil para el diagnostico de talasemia. y otros desordenes 

rela.cionado• con el Ja. La HbA2 ee encuétntra' :e'19vadd-- ·en de9oTdenes 
' .·· ' . •.·,-

con raego B-talasdmico. Taníbi~n se obser:Yan c4ntidades anormales 

de HbA. 2 en otros desordenes genéticos, y ·a.~quiridoe ~· ~-¡;'~l~~~-ri~-o ·,la. 
' __ :._;_,:.:·" 

hemoglobinuria paroxietica nocturna. la Hb-LepOre:~--:- ci~taia'~euli-ia.s. 

S-talaeemia y en la anemia por de~iciencia ~6rrica;_ 

Los m6todos siguientes est~n basados en técnicas bio~uimicas. 

Se ha evaluado la precieiOn y reproducibilidad de estos métodos. 

Se obtienen mejores resultados con 14 cromatograria de columna y 

eluciOn después de la electroforesis en acetato de celulosa. 

DE 

Pr-c::tp6Z!!ll :1. t.<=> 

La HbA2 se encuentra. eleva.da en el rasgo .B-ta.lasémico,, haciendo 

de su cuantiricaciOn la prueba mAe Util para eu diagnostico. 

l.=':-=- :f. ric:: i p :l. CJ 

Deepull!!is de la eepara.c16n en acetato de celuloea.. la. HbA2 puede 

ser eluida y medida como un porciento de la hemoglobins total. 
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l.. Trie-EDTA-:butter de ácido :bórico CTEB>: soluciOn stock a pH 

e.es: at'lada un lit:.ro de agua deeionizadc. a loe siguient:.es 

componentes: 

Baee tris ...•.•••••••••.......••. 

E:DTA., •••••••••••• • • • • • • • • • • • • • • • 

Acido bórico ................................... . 

55.0 g 

7.0 g 

9.0 g 

Ponga loe compueatoa y el agua en un agitador magndtico hasta 

que eaten pertectamente mezcla.dos. Asegúrese de que el pH sea 

de 6.6 a 8.7. 

2. Para la solucion de trabe.jo diluya el stock de butter en l. 

parte de este más 3 partes de agua destilada. 

E:q'U.:i.pc::> 

l.. camara de electrotoresie y tuente de poder 

2. Bandas de acetato de celulosa CSephraphore III de 2.~ x l~ cm> 

3. Aplicador (la caja de muestra y le. base de alineación pueden 

ser necesarios en algunos sistemas) 

4. Mechas y papel secante 

5. Tubos capilares para microhematocrito o microdispensadores 

6. Balanza y pHmetro 

7, TiJ~r~e y tuboe de eneaye 

P:r-c::::tc::ied.. :l.rn.:f. etr"J.t.e> 

l. Vierta 50 ml del butter TEB en loe compartimentos externos de 

la ca.mara. 

2. Remoje tiras de acetato de celulosa de 2.5 x 15 cm. Gelman 

Sephraphore XII. en el but'ter de trabajo durante al menos 10 

minutos antes de usarlas. Tinalas y m4rquela9 al lado 
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derecho del centro con un tubo capilar con el que ee hara.n 

lae mueecam para la a.plicaci·on de la mueetra en el acetato 

3. AmegUr••• de 1 as bandas el!lt~n per'tecta.ment• tenidas~ 1 uego 

colOquelas a trav•s de la camara. la cual estara rodeada de 

hielo triturado. No permita que lam bandas se eequen 

totalmente. 

4. A.pl ique la mue9tra en las muescas con un tubo ca.pi lar para 

microhematocrito <aproximadamente de ~ a e microlitro9 de 

muestra). Permita que la banda ab9orba la muestra un poco y 

aplique mas haeta conseguir una aplicaciOn abundante de 

muestra no tenida. 

S. Realice la electro~oresie de 1 a 1.~ hora!I a 1 mA po~ banda. 

Realice el andli!li9 por duplicado. 

6. Retire las bandae y corte lejos del extremo mojdd0~¡·¡_·'dé-;:-:;'m6do 
;-_--. ''; 

que el exceeo de butter no "marque"" el remanente 'de la 

bandcs.. Coloque el en 

1.2 ml de agua deetilada. Coloque la banda que contiene HbA 

u otras hemoglobina!I en 10 ml de agua destilada. 

7. Permita ta etuc16n. con agitaciOn ocasional. durante al menos 

30 minutoe. Lo.e tubos pueden dejaree reposar toda la. noche 

.ei ee lee retira el acetato de celuloea y mantenidos a 4•c 

tapadoe herrn6ticamente. 

B. Determino la deneidad Optica do todas las solucionee a 41~ nm 

con un espectro~ot6metro confiable. Uso la solucion de 

trabajo como blanco. 
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9. Calcule el porcentaje de HbAz ¡:>.:Lra cada muestra mediante la 

siguiente ~Ormulai 

~--~-~~~~~ª-·~----- X 100 - !11 Az 
a.33 CD.O. A) + O.D. A¡ 

Se de~era estal::llecor Uñ rango para cada mtetodo~ en cada 

laboratorio para la 1nterpretac10n de loe resultados obtenidos. 

En las siguientee p4ginas. se representan diagramas de tlujo 

propueetoa para •l seguimiento en la identi~icaciOn de direrentes 

hemoglobinas anormales. 
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FIG. 4A. Di•gram• de TluJo para •1 diagndsttco 
da hemoglobinas anorm•les.~~= 
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Elactro~o,..esis a ph •lcalino 
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ce. CE. co 
Hcmoeogotc• c .... __ ....... 
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citr"•to 

~ 

1 Ccn-Ftrm•r pcr •l•ctro-Fo,.-e•i• 
an •c;ar de citr"ato. 

2 CcnTirm•r" m•di•nt• p,.-ueba• 
de solubllldad. 

FIG. 4E:. 
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de laboratcrloa de 

r"a-F'er"ancta 
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TÉCNICAS DE PUNTA 
De e•t& manera. podemos detinir a las t6cnicas que marcan los 

Ultimos avances en la inveetiqación de hemoglobinae anormales. 

Evidentemente. eetae t6cnicas no eon todavia m6todos que se 

empleen en loe laboratorios como t6cnicas de rutina. y por tanto. 

no exiate una "recata" que ee pueda seguir de manera estricta. 

para obtener loa resultados deseados en cada caeo particular. 

REACC!ON EN CADENA DE LA POLii•!E~ASA DEL AüN 
Las tl!licnico.es de biologia molecular constituyen un excelente 

instrumento diagnóstico. dado 

intormaciOn gen6tica mediante 

que 

el 

permiten 

anal isie 

acceder 

de los Acidos 

nucléicoe. Desarrolladas a partir de tina.les de los anos eetenta. 

estas t6cnicae han sido uti 1 izo.da.e de!lde mediados de la década 

pasada. Sin eml:lo.rgo. en 198!5. la o.po.riciOn de lo. técnica de 

o.mpliaciOn in vitro del ADN o PCR CPolimerCLse Chain Reactionl. 

tue uno. auténtico. revolución. Puesta a punto inicialmente por 

K.B. Mullie y colaboradores de la empresa Cetue. de Emeryville. 

esta tecnica permite obtener. en un breve la.peo de tiempo. un 

gran nWnero de copias de lo. porciOn de AON que se desee estudiar. 

La ~ensibilidad que aporta e~ta t~cnica ee tal que actualmente es 

yo. poeible ano.lizo.r un gen aunque sólo ee disponga del AON de 

una e~ 1 ul a .104 
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LA TE:C:::N :C C:::A 

El principio de la PCR es senc11i~: coneiete· en: copiar.hasta mil 

mi 11 ones de veces .. en un tubo de ensayo •. un tra~ent~'· del genoma 

que se de~ea estudiar. -e.~-;;--'-----;: o;~-' -

. - ,~, . ·::'.; '• 
Los t'ragmentos de ADN contienen dos.:hC.braS-~;8ni·.~-z:a-da:SJ·~:~n·;doble 

h6l ice. cada hebra ea ta con"t i tui da Pp~('.'~Jt~~~~~~~~x~~~~ d~'; un 

gran nümero de nucleOtidos CA. T. C .. G)-•. ~0:Lan_._;secuencias.;_\de:~>~~~I!! · 

hebras son complementarias C frente , a:-;'.~~.1.Ú~'-.:':·:~~;~·· -~"~-}~ti1~;:~~-~~~ ::_ ~-~-'-.~--
encuentra "iempre un T en la otn hebrd;Tr,~~:,~~~.\ ~g;n;)~f:~~~'G l. Y 

e:!ltb.n emparejadas con enlacee energt6ticame·nt debilee: ·-.-:.Esta 

:::::::::~ .. ::::~"::~: ::::::: .. :~y~f~~t~~~iif ~~: . 
Tal propiedad de emparejamiento especi~ ico ?·~d.~;'i\::'..lam:.~·'.s~~u.~nc~a9: 

complementarias ha sido aprovechada por ·'el· P¿~:>:_;:t~~~:i:~~~tf~~~:f~~'.2~,~e;·· 
basa en la acciOn de una enzima. 14 ADN :p:ó:l iJ~µ~~~~'.f\t~~:~~;~~;:::~e· 
copiar. tomando como mode 1 o una de las hebr~~,~ -:'.:~~~~;;(~·J~~V~\1>h·~bra 
tormo.da por nucle6tidos complementarioe. 

',<:;..te,~.::;.,_ 
La estr.ete,S1i4;l(coiis is te 

de llDN complementario del extremo de la. regiOri ... ;a34mpi1ar. que 

queda ti ja.do y sirve de cebador. El otro ~ragmento 

esta delimitado por un segundo cebador ei.tua'ciO 50 a 2~00 

nucleOtidoe mas lejos. en la otra hebra. 

Cada ciclo de ampliaciOn pasa por tres etapas. Primero. la 

doble hdlice de ADN se calienta a 94•c. lo que· permite romper los 

enlaces entre las d09 hebras. Luego. la temperatura :se rebaja 
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aproximadamente haeta ~o·c en preeencia de loe cebo.dorei:s. 

Entonces. eecoe ese emparejan eepeciticamente en los extremos de 

la. regiOn a o.mpliar. ca.da. uno en su hebra. Posterior-mente. la 

temperatura se eleva a ?2•c: la polimerasa alarga las nuevas 
' ' ' 

hebras del AON a partir de los cebadores. uniendo nucleOtidos 

tri :tostatol!!!I (dATP. dCTP. , dGTP y dTTPl. Esta a operaciones 

constituyen un ciclo de ampliaciOn. Se diepone entonces de do:s 

nuevas copia.a del fragmento. En el ciclo de a.mpliaciOn eiguiente. 

que pasa i:>or las tre:!ll mismas etapas (separa.ciOn de las hebras. 

emparejamiento de loe cebadores. elongaciOn). eetae nuevas hebra.e: 

servirdn a su ve:z:. de matrices para la pol imerasa. De e:ste modo 

se obtienen 2n f'ragmentos de9pué9 de n cicloe. Por tanto. el 

aumento del nu.mero de mol6culae e:!ll exponencial. En la pr4ctica. 

el rendimiento es menor. y desciende cuando el nUmero de copias 

es demasiado importante re9pecto al nümero de principios. Se 

comprende que la PCR se etectue con una enzima , reBistente al 

calor. la Taq polimeraea. aisla.da a partir de bacterias que viven 

en manantiales calientes CThermus a.qua.ticuBl. puesto que las 

enzimas de loe mami t'eroe no resistiria.n aquel las temperaturas. 

EBto evita el aporte: de enzimas en cada ciclo y permite la 

automatizac10n de la t~cnica. 

En la pr~ctica. los productos neceBarioe para la reaeciOn se 

introducen juntos en un microtubo de ensayo colocado en un bloque 

co.lenta.dor cuya tempera.tura eeta controla.da por un 

microproceBador. Se e~ectUan a.si. de manera automatica. de 30 a 

40 cicloe Cde ah1 el noml:>re de polimerización en cadena). Debido 

a.1 interécs econOmico de la PCR. se han tr.s.ta.do de desarrollar 



procesos de ampliación alternativos. pero 6etoe son. en general. 

mAe dit'1cilee de poner en practica <requieren varia:s enzima:s o 

varios cebadoree) y dan rel!!lultado!I meno!I con~iables.1o4 

La mayor dificultad de la PCR es elegir el emplazamiento 'de 

loe cel:usdores que =ie emplean. Su creacion necesita dÓ manera. 

impre!lcindible conocer la secuencia de nucleOtidoe del ,tiagmento. 

o al menos sus extremos. Pero ciertae 
·,. . ... ,. . ~ 

tral:Jajar en fragmentos deeconocidos del genoma cUY,a ::~~.,~~~~61a. , se 

deeea conocer. Si el material gendtico contiene·:· 'una·:.> porciOn 

~~~;~~~;=~·:::::~:~::.~~J;X:?.~~'.~::~~5i~J~~f ~:~:~~ 
PCR inversa. De este modo. es poeible cOrloCer¡~;0\~f:;~~.~~U~ncia de 

o.minoAcidoe de uno. proteina. y ei ee deeeO: .. , .. ~o.mpl'iar el gen 

correspondiente paro. estudiarlo. cOdigo 

gen6tico. que a una eerie de 
. ... ··, ,:·"._;,', 

nuc l e.Ot.idóe'·'.·~/.de 1 ·' ADN. hace 

corresponder a una serie de aminoacidos. A partir:> del la secuencia 

proteica. ee construye una serie de cebadores~:·cOi--~~epondientes a 

las di~erentee secuencias posiblee del ADN. que se llaman 

"degeneradas". Algunos de estos cebadores se .. fijaran. en el gen 

que hay que o.mpliar. 

Finalmente. si sOlo se conoce un extremo del t'ragmento de AON. 

es posible f.ijo.r en el ot:.ro extremo un ºo.ncla." de secuencia 
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conocida (generalmente una euceeiOn de G). En e!Ste ca:so. el 

eegundo cebador eeta constituido por la secuencia complementaria 

Cuna euceaion de C). Eeto permite comprender por qu~ la PCR 99 ha 

convertido •n un inetrumento indiepeneal::>le para los 

investigadores de gen6tica molecular. El 6xito de una ampliaciOn 

pasa tCLP?llJi6n por ajustar las condicionee experimentales con el 

r 1 n de obtener un buen emparejamiento de los cebadoree en el 

rragmento que hay que ampliar. La temperatura a la que ee colocan 

los cebadores es particularmente critica. Si es demasiado 

elevada .. los cebadores se emparejan mal y ee corre el riesgo de 

que loe tragmentos no ee amplien. En cambio .. si la temperatura es 

demasiado baja. los cebadores se ti.jan en fragmentos de ~DN 

diterentes del que ee desea ampliar. pero de secuencia prOxima. 

La temperatura Optima para una l::>uena ••colocaciOn" de loe 

cebad.ore:ii depende de su longitud y de la prOporciOn de 

nucleotidoe e y G que contienen. Por otra parte. el contenido en 

ionee de magnesio del medio ha demostrado ser taml:>i6n· critico. 

por lo que debe ajustaree a cada ca!So particular.•~ 

Loe tragmantoe de ADN obtenidos por PCR son tan cuantiosos que ee 

impo9ible que :iie revelen directamente por electroforesis. No 

basta con asegurare e que e 1 fragmento ampliado tiene el tamo.no 

correcto .. ya que la PCR ee una t6cnica en la que el nü.mero de 

"ta.leos po:!litivoe" e:!I importante. Por tanto_ suele ser necesario 

veriticar con otros métodos, que la ampliaciOn es especifica y 

que ee esta realmente en presencia del tragmento tjue desea. La 
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=secuencia de nucleotidos del tragmento puede determinarse 

directamente. Tambidn es posible recurrir a una sonda marcada 

Cradioactj,va. tluorescente. etc.). constituida por una l!!lecuencia 

corta complementaria de una región interna del t!ragmento en 

cuestión. en la que habra de ~ijarse. 

Finalmente. puede procederse 

pero esta vez utilizando un 

a un nuevo ciclo de ampliacion. 

cebador marcado. que se tija 

Unicamente en el interior del tragmento dee:eado. y que 

autentirica la secuencia ampliada.104 

La PCR permite una identiticaciOn directa de deleciones en un 

gen determinado. Muchos puntos de mutacionee: producen o moditican 

el sitio de restricción de la endonucleasa blanco. La pree:encia o 

ausencia de tales condiciones puede e:er comprobada mediante los 

patronee de digeetiOn del producto de la PCR ampliticada. 

Finalmente. los oligonucleOtidos alelo-espec1t!icos exe...minados de 

los productos de la PCR permite las detecciOn de mutacionee: que 

no alteran los patrones de restricciOn. 

P~EPA~ACIO~ Y ~APEO DE~ AD~ 

Normalmente ee preparan de 10 a 20 ml de :sangre peritdrica. o 

de biopsias de vellosidades cori6nicae. El mapeo del ADN ee 

realiza de acuerdo al m~todo de~crito por Old y Higge. En un 

caso~ el ADN para la PCR se obtuvo de un4 mancha Guthrie seca de 

.5 at'los. El ADN tue extraido de a.cuerdo al mdtodo del!!lcrito por 

Jinks et. al. 
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RE:ACCIC>= E= CA=E:=A 
DE LA :PC>LIJ.Vl:ERASA 

MATERIAL Y EQUIPO 

La ampliticaciOn se realiza usando polimerasa de ADN de 

Thermus aquaticua mediante un m~todo moditicado del de Saiki et. 

al. Los oligonucleOttdoe cebadores se construyen usando un 

sintetizador de ADN Applied Biosyeteme Model ~81 A. El contenido 

de la mezcla de reacción e.e de !500 ng a 1 microgramo de ADN 

genomico; !50 mM de cloruro de potasio: 10 mM de Trie e. pH B.3: 

1.!5 a 3.0 mM de cloruro de magnesio Ceepeciticado abajo); 2 

cebadoree .. l .:S microM cada uno: tri t'oet'ato de 

deeoxirribonucleOtido (dATP. dCTP. dTrP y dGTP) cado. uno o. 300 

microM; y 100 microgra.m.os/mL de gelatina. La mezcla de reaccion 

se calienta a 94-96•c durante 10 minutos para desnaturalizar el 

ADN. Se anaden 2.!5 unidades de Taq-polimerasa o bien 1 unidad de 

Ampl1taq Cambas de Perkin-Elmer Cetus Znstruments). a temperatura 

de "recocido" a un volumen total de reacciOn de 100 microlitros. 

La mezcla se cubre con 100 microlitros de aceite de parafina. Se 

pueden real izar hasta :30 ciclos de ampliticaciOn con un 

reciclador Perkin-Elmer Cetus Corporo.tion Autometed Thermal. En 

cada caso. el cebador endurecido ee prepara durante 30 segundos. 

la extensiOn del cebador a 72•c durante 40 segundos. y la 

desnaturalización por 30 segundos a 94•c. Despu~s del paso del 

endurecimiento en el Ultimo ciclo. las muestras se incubaron 

durante 7 minutos adicionales a 72•c. Posteriormente. se realiza 

la electroforesis de 10 microlitros de loe productos de reaccion 

sobre un minigel de poliacrilamida. al 6 o 12515. Cen un aparato 
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Protean II. Bio-Rad) en ~utter de Tria-l:>orato-EDTA. o bien en un 

minigel de agarosa ~l 2- en un butter de gel de agarosa despu~s 

de hisber •ido calentada a 72•c durante 3 minutos. Se usa una 

terma replicativa de ADN (HaeIII digerido. O x 174. de New 

England Biolal:>e) como un marcador de medida. El producto de la 

ampl1~1cacion se puede visualizar y totogratiar despu6s de 

tenirlo con bromuro de etidio. Deapu6s de una extracción con una 

soluc26n de tenol-clorotonno y una precipitacion con etanol. el 

ADN amplificado se digiere con 10 U de las enzimas de reetricciOn 

apropiadas durante 4 horas y aometido a electrotoresie como ee 

deecrib16 anteriormente.2 

INVESTIGACION DE OLXGONUCLEOTIDO ALELO-ESPECIFICO (ASO) 

Se diluyen 10 microlitros de cada muestra de ADN o.mpliticado 

en una solucion de hidrOxido de sodio 0.1 M y cloruro de sodio 3 

M. calentada durante 1 minuto y se neutralizan en 10 volúmenes de 

cloruro de sodio 3 M. Tris 1 M a pH 7.~. Las muestras fueron se 

aplican en un aparato Bio-Rad de "punto-mancha... Loe puntos 

repl:f.cado:s .... preparan por hibridizaciOn con loe grupos 

apropiados de ASO. Despuds de un incremento en 2 x SSC C1 x ssc -

cloruro de l!!Sodio 0.15 M y citro.to de eodio 0.01!5 Ml. el ADN se 

tija con membranas de nylon mediante radiación UV a los tiltros 

hü.med.os durante 2 minutos. Los ti 1 troe ee prehibridizan en una 

mezcla de cloruro de eodio 0.9 M. ~osrato de eodio dihidrogenado 

50 mM CpH 7.4). EDTA mM. SDS 0.1% y 10 microgramos/ml de ADN de 

esperma de 9almon durante 2 horas. La hibridizaci6n con 2x106/ml 

cpm del oligonucleOtido 5'-[gamma-32]-marcaje-~inal examinado en 
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14 eoluciOn de prehibridizaciOn ee realizo durante 6 hora:s. Se 

realizan 3 lavados de 1~ minutos cada uno a temperatura ambiente 

en 6 X SSC. seguidoe de !5 minutos en una soluciOn que contiene 

cloruro de tetrametilamonio 3 M .. Tris ~O mM a pH 8.o:_:,:EDTA 2 mM y 

SOS al 0.1-. Lo• riltros se lavan dos veces durante.20,minutos en 

esta Ultima soluciOn a ~!5·c. La realiza una autoradiograr1a 

durante toda. la noche a -7o•c usando pel1cula Kodal< XAR-!5' y una 

pantalla de intensiricación DuPont Quanta rII. 

Al igual que sucede con la HPLC .. en eeta tdcnica ee requiere 

de material y equipo l!!'Otisticadoe para realize..r pruebas con la 

sensibilidad y rapidez que ee requieren para 11 evar a cabo 

estudios de rutina. Esto la hace una t6cnica cara. pero tal vez 

muy redituable .. dado que puede apl icaree en cualquier 

investigación de anormalidadee gendticas. 

Como e 1 proceso de 1 a reacción en cadena de la pol imeraea 

CPCR> ee ha. vuelto una herramienta común en los laboratorioe de 

diagnostico gen•tico la prevenciOn de la contaminaciOn 

transterida de ampliricacionee previae de PCR ha llegado a eer un 

tOpico urgente. Recientemente se ha deecrito una tdcni.ca de 

prevención reepecto a eeta contaminación en lo PCR.. uti 1 izando 

deoxiuridin-tritoetato CdUTP) y uracil-ADN-glucoeilasa (UDG). 

Este reporte retiere la adaptacion de eeta t6cnica a un eietemo. 

diagnostico para detectar enrerm.edadee de hemoglobinae SS y SC. 

Se real izo una excelente ampli~icaci6n incrementando las 

concentracionee de dUTP y de HgC1 2 . El contenido de dU en el ADN 

ee pudo analizar mediante la re:etricciOn de ondonucleasas para 

distinguir la tormo beta S del gen A usando Ddel, pero otras dos 
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enzimas de reetriccion. Beu361 (reemplazada con Hetll. por el 

tabricante) y Cun1. no pudieron eer usadas. El contenido de dU en 

los productos d• la PCR conservo su h1~r1d1zaci6n especirica con 

oligonucleOtidos a.lelo-especiricos CASO) proba.dos para lo~S: gene8' 

beta A. S y C. A decir de los autores. esta t~cnica es -r~c11 de 

usar y toma eOlo 20 minutos adiciona lee. 

extremadamente Uti l para loa laboratorios de diagnostico gen~ti.co 

donde la PCR es repetida diariamente y 

transrerida puede de 

erroneo.40 

e e te modo conducir 

CRGMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA 
Y ESPECTROMETRIA DE MASAS POR ELECTROSPRAY 

En l s determinaci6n da variantes de 

cromatogratia liquida de alta eticiencia 

la contaminacion 

un diagn6etico 

hemoglobina .. 

CHPLC) y 

eepectrometria de masas por electrospray CESMS). son métodos 

excelentes por su precisión y exactitud. H. E. Witkowska y cole •. 

realiza.ron el ano lisis en microeecala de una variante 'de 

hemoglobina (Hb) mediante la eJecuciOn combinada de cromato~r~~ia 

liquida de alta eficiencia y la eepectrometria de masas· por' 

electrospray .. y el mc6todo podri.a ser de 

univeraal. Se eliminó la escala preparatoria de la ~Lc·¡.'.'.c::!:·~>1as 

cadenas de glob1na y loe eemipreparativoe. tambi~n en.~e1--;·ffpi:~~,, en 

la digestión proteolitica. los cualee han !911do uaadoS,·~~·r~;~i~~~nte 
en la eepectrometria de 

microperroradae reduce el 

masas. 

tiempo 

El ueo de co1~'ri~';·_,:__: de HPLC 

requerido para ~-i''.,~f~~~.:~·isis de 

manera eubetq.nc1al y el uso de solvente en un 100%·.: La8' ma:sas 
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moleculares de las globinas intactas y las masas y la secuencia 

de intormaciOn de loa pdptidoe tripticoe. pudieron ser obtenidos 

sin un orden •apec1tico ni analizando en tonna 9eparada laa 

tri&cciones cromatogra.ticas. Como un e_jemplo de 1 uso de estos 

mt!ttodoe. se reporto la caracterizaciOn del caso de una 

hemoglob1nopat1a del!!!lconocida. que finalmente tue autentificada 

como Hb P-Gi&lveston (beta 117[Gl91Hie----Arg). ueando la 

siguiente secuencia de an&lisis: 1) ESMS del hemolieado completo. 

2) HPLC analitica de las cadenas de glol:)ina .. :3) combinaciOn de 

HPLC micropertorada/ESMS de las co.dena:s de globino. para 

determinar sus masas moleculares. 4) derivo.cion de cisteina y 

digestión triptica de la mezcla de todas las globinas. seguidas 

por la separaciOn (en la.e micropertoracione:r) de los pdptidos. 

determinaciOn de la masa molecular. y generaciOn de pa.trones de 

t'ragmentacion permitiendo la contirmaciOn de lo. secuencio. del 

amino6cido. Esta estrategia de cuatro partes permitirá lo. 

caracterizacion de casi todas las variantes de hemoglobina. Las 

excepciones podrian ser las mutaciones en regione9 de las cadenas 

de globino.. la:s que darian uno. elevaciOn para pequenoe pdptidoe 

tripticos (menos cuatro re9iduoe>. ya sea de modo normal o 

producida por adiciOn de nuevo:s sitios tripticoe y mutacionee que 

inducen solo pequenas dit'erencia.e en el peso molecular de los 

pdptidos tripticos. Dado que sólo el 10% de cada pdptido separado 

es masa analizo.da. el 90% esta disponible para la colecciOn y 

posteriore9 identiticacione9 estructura.lee (por ejemplo un tándem 

de espectrometria de mo.eas o para. una secuencia de Edman). si la 

idontiricaciOn es todavia dudosa.111 
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La caracterizacion de la hemoglobina a tro.v~s de la separaciOn 

del total de sus proteinas y el mapeo por digestiOn triptica. 

permitiO la identiticaciOn de variantes estructurales de 

hemoglobina. las cuales dan origen a hemoglobinopatias. El mapeo 

por digestion triptica mediante la cromatOgratO-$léet?""otoréttia 

bidimensional convencional. en pape1. proporciona una alta 

resoluciOn pero requiere de 48 hr. mientras que la tase inversa 

por gradiente de concentrociOn mediante HPLC. es mae rapida ci.~ 

hr>. pero dieminuye la resoluciOn del eetudio. El a.na.lisis por 

electro.toreeis capilar (CE>. proporciono una rapida separaciOn 

con una alta separaciOn. Roes y colaboro.doree. han usado la CE 

para optimizar la digeetiOn triptica de la qlobina purificada de 

la hemoglobina normal humana (HbA) y para analizar la. digestion 

triptica de la hemoglobina normal. 

l!!leparacionee y del pico ee realizaron 

uv. 

La optimizacion de lae 

empleando un detector de 

En la optimizacion de la separacion por digeetion triptica. se 

pudieron resolver más de 28 picos en menoe de 20 minutos. Esto:!S 

picos .tueron identificados tanto como .tue posible y se construyo 

un mapa de la digeetion. de alta resoluciOn. Las condiciones 

analiticae de la optimizaci6n se usaron para obeervar los 

patrones de la eeparaciOn que fueron obtenidos de la hemoglobina 

normal del adulto CHbA). las variantes de hemoglobina comunes y 

algunas variantes raras de hemoglobina .115 

Para el diagnostico y comprenei6n de las hemoglobinopatias. es 

esencial realizar una identificación y cuantiticaciOn precisas de 

las hemoglobinas. El per~il hemoglobinico de la sangre del 
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cordon,. e!I ewnamente complicado dada la preeencia de cantidades 

relativamente elevadas de hemoglobina fetal. La inveetigaciOn por 

electrororeei• requiere una coml:>inaciOn de loe m~todoe alcalino 

(acetato de celulosa) y Acido (agar citrato). A pesar de que lae 

variante• comunes de la cadena beta de las hemoglobinas S y e ee 

observan f&cilmente. la diterenciaciOn entre condiciones tale!I 

como hemoglobina s heterocigota !Hbl\S). HbAS-a-tala!lemia. 

HbS-a+-talasemia y homocigotoa de hemoglobina S (HbSS). reeulta. 

a vecee muy dificil. 

Recientemente. Ou et. .. 1. deecribieron un m6todo de 

cromatografia liquida de alta eficiencia CHPLC). ueando una 

columna de intercambio catiOnico y un pH coml::iinado y NaCl como 

gradiente para la separaciOn y cuantificaciOn por detecciOn 

Para evaluar e!lte mdtodo de investigaciOn 

de sangre en cordOn umbilical. ee e!!lltudiaron las t'recuencias de 

genes de laa variantes eetructurale!I de HbS y HbC y la eintesie 

de variantes de a-talaeemia (mediante el ensayo de Hb de Bart) en 

la sangre del cordOn de beb6e reci6n nacidos en la isla caribeMa 

de Curazao. Aunque la frecuencia de ex-talasemia es desconocida. 

parece razonable esperar da.toe siimi lares a aquel loe reportados 

para la poblaciOn negra de Eeta.doe Unidos y Ja.maica.69.111 

MATERrALES Y METODOS 

Las mueetras de eangre del cordOn. se recolectan después de la 

ligadura del miemo. Después de eeto. la eangre ee coloca en tubos 

de vacutainer conteniendo EDTA CBecton Dickineon Vacutainer 

System Europe. Meylanrt France); ei ee necesario el transporte de 

162 



• 

las muestras haeta el laboratorio donde ee realizo.ran las 

pruebas. este se puede hacer en hielo. Las muestras deben 

centrifugarse durante ~ minutos a 1~00 x g a temperatura ambiente 

(24.C). Luego de retirado el ple..ama. se liean los eritrocitoe 

mediante la adiciOn de un volumen igual de agua bideeti lada. 

Deisputte se ª"aden ~ microlitros del lisado a 1.0 ml de butf'er A 

(ver abajo). lo mezclo.moa y luego lo centrit'ugomos a 6000 x g 

durante ~ minuto•; esta serA nuestra eolucion muestra. 

REACTIVOS 

(Bis(2-hidrox1etil)aminoJtrieChidroximetil)metano (Bis Trie> 

Cianuro de potasio 

Cloruro de sodio 

TritOn X-100 

SoluciOn de control de hemoglobina Ccontrol AFCS>. que contenga 

al menos .. cantidades iguales de HbA. HbF. HbC y HbS 

PERFIL DE LA HEMOGLOBXNA 

Se usa el "System Gold" integrado de HPLC de Beckman 

Instrumente <Brea. CA). que consiste de un modulo de dietribuciOn 

de solvente modelo 126 .. un eepectrorotOmetro modelo 166 y un 

integrador modelo 427. El sistema se equipa con una columna de 

200 x 4.6 (i.d.) mm empacada con microparticulae de~ micrometroe 

de poliCacido aepdrtico> silica (poli Cat Al de Custom LC 

CHoueton TX). 
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En eete eietema. la separación de las hemoglobinas e'" 
realiza.do por una combinacion de Na.Cl y gradientes de, pH~ El 

butrer A CpH 6.!51 contiene 40 mmol de B:l.s Tris •. 4·_· mrD.01 ~,e:!:• KCN y 

O.!! ml de Triton x-100 por litro. El bu~rer· B CpH' 6'!1> ~"c:ontiene 

40 mmol de Bi9 Tri9, 4 mmol de KCN. 200 mmol. de No.CliY'O.!l·ml de 
- :- . ·, . ~ ' 

TritOn X-100 por litro. El pH de loe :butters ee·~~ajuetan- con 4 

mol/l de HCl. Antes de uearee. deben ~ i ltrar9e une. 

membrana de 0.4!5 micrOmetroe de tamaMo de poro. 

de la hemoglobina. ee inyectan porcionee de 20 miCrot'itl-oe de la 

solución muestra Cver arriba) con un ~lujo de 1.0._· ml/min. La 

columna. erluente se debe monitorear a 420 nm. 

Para identiticar las hemoglol:>ina!I A. F. C y S en la&' muestra.e 

de sangre del cordon. se comparan loe tiempos de retenC~ion de los 

picos de la HPLC con los obtenidoe por el control de AFCS. La Hb 

de Bart se identi~ica analizando una mueetra de sangre de cordOn 

con un gran porcentaje de esta. hemoglobina. Los porcentajes de 1 

a.rea de loe picoe sirven para calcular la composicion de la 

hemoglobina. suponiendo que las masas iguales analizadas se 

incrementan proporcionalmente al a.rea de loe picos obtenidos. 

GRADIENTE DE pH INMOVILIZADO 
Un nuevo mc!ltodo para el a.n411sis de variantes de hemoglobina 

ea el de gradiente!I de pH i.nmovi l izados. El traccionamiento 

isoeláctr:lco ee realizado en geles de poliacrilamida con 

gradientes de pH copolimerizados. entre pH 7.0 a a.o. La 

variantee mae comunes de la hemoglobina CHbA. HbF. HbS. HbC .. y 

HbA2> se resuelven claramente dentro de este rango de pH. El alto 
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poder de reeoluc1on y reproducibilidad de los gradiente de pH 

co~inados con loe tiempos de eeparaciOn extremadamente cortos. 

hacen d• eete t'raccione..miento una tdcnica :superior a todos los 

procedimientos electrocin6ticos usados para el an&l isis de 

hemoglobina. Actualmente. la convergencia isoelectrica en los 

gradientes de pH ~nmovilizados. es una herramienta complementaria 

para •l an4.l ieie d• la hemoglobina donde las tdcnicas 

electrot'or6t1cas clasicas no proveen de una resoluciOn 

sut'iciente. Se espera que en el t'uturo eeta tdcnica alcance la 

popularid~d que merece.117 
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Lae hemoglobinopatias son loe desordenes genéticoe· sanguineos 

mas importantes. Estos desordenes. se presentan cuando exiete la 

eubstituciOn de alguno de loe aminoacidos que· componen las 

cadenas alra o beta de la hemoglobina. Este tipo de anomalias se 

heredan siguiendo las leyes de Mendel. El nümero de mutaciones a 

este nivel es muy grande. pero son_ relatiVamente pocas las 

hemoglobinas anormale9 que son cl1nicamente impo-rtántes. 

Entre las hemoglobinas de importancia clinica se encuentran 

las hemoglobinas C.D.M y s incluyendo tambi~n a las talasemias. 

aunque el derecto de éstas no se debe a la substituci6n en algUn 

amino&cido de las cadenas. sino al desequilibro en la producci6n 

de ~etae: dentro de 1 ..... talae11emiae se encuentra.n las 

hemoglobinopatiae producidas por las hemoglobinas E y H. 

Las hemoglobinopatiae se pueden clasificar en 5 grupos: éstos 

son loe siguientes: 

1. Hemoglobinas anormales ein alteraciones risiolOqicas. cuyo 

inter~e es solo de estudio genético y bioquimico. dado que 

carecen de eigniticancia clinica. Es el mayor de loa cinco 

grupoa. 

2. Hnmgqlghinopatia~ ''de agregación'' que producen cambios 

eetructurales en el eritrocito. 

3. S.inteeie "no equilibrada" de hemoglobina dentro del que se 

encuentran loe sindromes talasémicos: las cadenas en 

exceso suelen precipitar en cuerpos de Hein:. 
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4. Hemoglobina9 ine~tables las que presentan una substituciOn 

de amino&cidoe en la region de ~ijaciOn al hem. 

~. Hemoglobinao con tuncion hem anonnal. cuyas manitestaciones 

cl 1nicas eon debidas a la alteraciOn en la atinidad por 

el oxigeno. 

Las hemoglobinopat1ae de importancia clínica presentan 

complicaciones a diterentes niveles orgd.nicos .. afectando a un 

Organo en particular hasta todo un eietema. 

La hemoglobina s. en la que el dcido glutamico es 

subetituido por valina.. presenta complicaciones orgdnica9 a 

diterentes niveles sist~micoe. De manera muy general .. estas 

complicaciones son .. entre muchas otras: crisis hipopla91ca. 

anemia talcitorme .. tromboemboliaa. eritrostasie .. hematuria .. 

lesión estructural de la m~dula renal .. glomerulopAtia .. 

anorexiae., 

cualquier 

cerebral .. 

v6mitos .. 

po.rte del 

alteración 

ictericia. nauseas .. dolor intenso en 

o.bdomen .. secuestro esplénico .. infarto 

del tunciona.mi en to neurocognoeitivo .. 

anomaliae vasculares conjuntiva.les. retinOpatia .. microaneurismas. 

dietunciOn coclear y retrococlear .. o.rtritis .. oateomielitis .. 

detormaciOn de cuerpos vertebrales .. i.ntarto de m~dula. 6.sea. En 

recid:n nacidos; a.nomaliaa radiol6gicaa .. complicacionee de 

neumonia. diarreas .. etc. 

La hemoglobina. c .. en la que el de:r-ecto estructural se sitü.a 

en la sexta posiciOn del extremo am:ino terminal de la. cadena 

beta .. donde el acido glutamico es substituido por lisina .. 

mani~iesta complicaciones leves y. en su estado hetorocigoto. es 
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una enfermedad silenciosa. Se han encontrado complicaciones que 

involucran una dieminuciOn en la capacidad auditivo.. di latae ion 

eap16nica. anemia (de poco eevera a moderada),. colelitiasie y 

otras maniteatacionea leve.e. cuya asociaciOn con HbC es dificil 

de determinar. 

En el caso de las Talasemia.a,. estas se consideran como 

hemoglobinopatias,. aunque su detecto se deba al desequilibrio en 

la ainteaia de las cadenas de hemoglobina. Las talaeemiaa se 

clasifican :1egU.n .. u .. maniteetaciones el inicas en Mayor. 

Intermedia. y Menor. Las hemoglobinas H y E 8e consideran como 

variante8 de talasemia. Las manife8taciones c11nicas de las 

talasemias. son generalmente comunes a todos loa tipos de ellas y 

la 9everidad de e8taa manirestacionea depende de ta ·condiciOn 

homocigota o heterocigota de la enfermedad. Ent~e estas 

manit'eetacionee se encuentran Ulceras o cicatrices no dolorosas 

en extremidades int'eriores. pseudoxantoma el4stico. 'anomalias 

cardiacas. secuestro espld:nico. insuficiencia renal crónica. 

compresión crónica de mddula espinal. reducción en la oclusion de 

vasos retinianos. disminución de la densidad Osea,. hiperplasia de 

mddula Osea. complicaciones teto.les severas. hipoparatiroidismo e 

incluso. se presume una relación estrecha con caries dentol y 

gingivitis. 

La!I pruebas diagnosticas para las hemoglobinopa.tiae. podemos 

dividirlas en t.tcn ice.e rut inarie.s y técnica.e de punte.. Para 

tas primeras. se emplean norma !mente las t6cnicas de 

electro~ore!lis en acetato de celulosa y en agar de citrato. 
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Mediante la t~cnica de ~lectroto~esis en acetato de celuloea 

pueden diferenciarse la9 hemoglobinas C y A1 .. de un grupo formado 

por las hemoglobina.e A2 • C.- E y_, O: -tambitdn logran diferenciarse 

las un grupo tormado por las: ~hemoglobinas S.. D y G.. de _tas hemoglobinas A y F. 
' ' ' 

La electroforesis en agar de citrato. permite diferencia.~ .a,un 

E;: y :-,·o .::-~e::;~·._1a1S 

hemoglobinas C .. S y F. La electroforesis d4' "fa ·-c·i!lderÍ4··. (1~·~~-'~'1'0tiin°a:·'.· 

grupo formado por las hemoglobinas A. _D. G. 

::::::ael:: :::::::::za:::: .. el:c .. ºt~t: :emo::;:~1~:{~@i1~S~i~"::: 
citrato: eeita electro.foresis :se realiza.. tanto·,-.~a-~pH~:"alcalino~,como a pH acielo. ·','. '·~,~~~~~~'.:;?iQ;::C', , , 

La pruebo. de solubilidad para hemoglo~in~~\;~>~-~.~~-~l~:; .. -c~~:~c~er ra1cuorme. permite ielentu1car ele manera r4p!·~ªZ~~Jf~.c~-i~p~k ª. 
hemoglobinas de este tipo entre la:!!! cuo.les :··se·.,,~,'-encuentra la 

h•m::~ob:::n:~as "ele punta". eon metoelolo?}~~f;';~ªí'l/i~)usan 
normalmente en estudioe de investigaciOn. 

de diagnóstico rutinario. 

La Reacción en Cadena de la Polimeras4 

en un breve 1 iapso 

porcion de ADN que se desee estudiar. 

esta tdcnica ee tal que actualmente es ya posible analizar un gen 

aunque soto se disponga del ADN de una c~lula. Su principio e:s 

senci 11 o: consiete en copiar haeta mil mi 1 lones de veces. en un 

tubo de ensayo. un fragmento del genoma que se desea estudiar. La 
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PCR pennite una ident1r1co.c16n directa de :supresiones o 

mutaciones de un gen determino.do. 

La Cromatogra.tia Liquida de A. l ta Ericiencia y la 

Espectrometr1a de Maeas por Electrospray permiten el cnalisis. en 

microoecala. de variantes de hemoglobina. siendo e:l!!ltos m4§todo:r 

muy exactoe y preciaoe. 

Existen otros estudios. como el llamado "Pert'i l de 

Hemoglobine1.''. y el gradiente inmovilizado de pH. que utilizen lo. 

cornbin.:sciOn de dos o mae métodos para determinar la preeencio. y 

cuantiticaciOn de variantes de hemoglobinas. rea.lizo.ndo un 

andlisis mas protundo de ~etas. 
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