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INTRODUCCION

En afio® recientes. se ha visto que ciertas anemias hemoliticas
con frecuencia =e acompafian. por causas genéticas, Ade la
presencia de hemcglobiitam anormales (que son la base del
padecimiento). Estas ancmaliam se heredan siguiendo las leyes de
Mendel. lLas hemoglobinopatias se designan con las letras del
alfabeto., de A hasta N (excepto B), ¥ O. P, Q ¥ S. Las variantes
se indican con otra letra a manera de subindice. por ejemplo. Mp
significa hemoglobina M aislada en Boston. Cuando se ha
identificado la cadena polipeptidica anormal. s=se puede escribir,
POr ejemplo. Ga1ga refiriéndose a una hemoglobina G cuya anomalia
reside en la cadena alfa. Si se identifican varias hemoglobinas
anormales en un mismo enfermo. me puede indicar el fenotipo
mencionando las hemoglobinas en orden de concentracidén
decreciente: por ejemplo. SF (que es el caso de la anemia
falciforme) 102103

Se han descrito mas de 100 hemoglobinopatias anormales, pero
han sido pocas las asociadas con alguna enfermecad clinica.

Las talasmemias smon los desédrdenes gendticos mas comunes en el
hombre, ¥y en la ultima decada la epidemioclogia molecular de estos
defectos han sido estudiados en detalle. Después de haber
revisado la gran diversidad de mutaciones. se han defindo cuatro

regiones en el mundo gue las presentan con mayor significancia.
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Las talasemiasas. de las cuales la HbE es una de ellas, son mas
frecuentes en Asia, donde trabajos recientes han dJdefinido las
bases moleculares de las c—talasemias y la frecuencia de los
varios tipos de talasemia alfa+ vy alfa 0. Las poblaciones
oceAnicas tienen un grupo <e variantes genéticas de globina
marcadamente diferentes a aquellas del sureste asiAtico. Se
conoce mucho acerca de la naturaleza Yy frecuancia de las
mutaciones talasémicas en los paises mediterraneos, donde los
programas de diagnostico de nuevos casos han sido muy exitosmos en
reducir la frecusncia de nuevos camos de talasemia mayor. La
talasemia alfa+ es la hemoglobinopatia mas comun en la region
africana de Sahara. Y los estudios moleculares de negros
estadounidenses con beta-talasemia han elucidado las probables
bamses moleculares de las formas poco severas de estos deasdrdenes
en lom africancoms. A pesar de dJue cada region geografica tiene su
propio grupo comun de mutaciones «a—talasémicas. con pedquesfias
superposiciones. la mayoria de ellas parecen tener un origen
unico. La cuestién de que lom origenes de la HbE sean unicos o
multiples. no emsta resuelita. Los eventos de recombinacién gue
producen supresiones de talasemia alfa+ son frecuentes, mientras
que la alfa~O—talasemia o= producida por una variedaad de
supresiones importantes, cada una de las cuales ha tenido un
origen unico. Existe evidencia de que la seleccién natural del F.
falciparum malarie es la causa primaria de la alta frecuencia de
las talasmsemias a lo largo de los trdédpicos y subtropicos., Mientras
que el mecanismo de proteccidn permanece confuso, la evidencia
epidemiologica apoya fuertemente esmta hipdtesis. peroc se requiere
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mas informacidn de los estudios de lom casos control sobres la

cantidad de proteccidén que proporcionan los diferanteam genotipos
de talasemia.

El estudioc de los desdrdenss e la hemoglobina. han sido muy

amplios. dada la importancia organica que esta substancia

implica. Estos eatudios se centran basicamente on la

identificacién de hemoglobinas anormales que tienen importancia

clinica. poy medio de diagnéstico por laboratorio. asi como

mediante nuevas técnicas de identificacion genética.

Las complicaciones de estas anormalidades genéticas, mson de un

debido a que es muy factible identificar,
cuando menos sompechar,

estudio interesante, o
la existencia de una alteracion de este
tipo., basaAndose en el tipo de alteraciones sistémicas que pueda
presentar un pacicnte."j°§z

Los tipos de complicaciones que pueden presentar las

diferentes hemoglobinopatias es muy vasato. dado de afectan

diversas regiones del organismo. De manera general se pueden

identificar complicaciones de lom Ssistemas nervioso central.

vascular periférico, dmeo Y auditivo; también se presentan
complicaciones en organos especificos como los ojos, piel, rifidn.
bazo. pulmén y corazoen.t.78

Se ha detectado que las hemoglobinas anormales que tienen

importancia clinica =socon las hemoglobinas S, C. D, H vy M

incluyendo también a las talasemias. Todas las hemoglobinopatias

obedecen a las leyes genéticas, y =se identifican por técnicas

similares. Cuande un gen anormal que proviens de uno de los
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padres obliga a la produccién de hemoglodbina anormal. o sea.
cuando un sujeto es heterocigoto, me tiene en teoria la mitad Qe
la hemoglobina anormal y la otra mitad normal. S1 se heredan de
ambos padres genes anormales idénticos., el sujeto es homocigoto.
Yy casi toda la hemoglobina es anormal. es muy posible que se
hereden dos hemoglobinas anormales distintas, una de cada
progenitor, de manera que el paciente presenta dos hemoglobinas
anormales distintas, Y una“ pequefia cantidad de hemoglobina
normai.¥

Los genes de la globina ceonforman dos grupes, el grupo beta en
el cromosoma 11, Y el grupo alfa en el cromosoma 16. El término
genético de "ligado' es usado para genes que emtan al final de un
cromosoma. tales como los genes de la globina de cada grupo. Por
sjemplo,. lom genes beta y gamma del grupo de la beta-globina, son
ligados. Por otro lado., me dice que los genes del grupo beta son
“desligados", porque estaAn eon diferentes cromosomas . Cuando
varios genes pueden ocupar un locus genético especifico, =on
denominados “alelos'" de uno y otro. Por ejempleo. la mutacien de
la hemoglobina S gue afecta al gen de la beta—globina, es alelo
del gen normal de la beta-—globina que produce la hemoglobina A.
De manera simjlar, si dos mutaciones diferentes afectan al mismo
gen, los genes mutantes son aldlicos, Por ejemplo. las mutacicnes
de la hemoglobina S y de la hemqglobina C son mutantes del gen

beta y son alelos el unco del otro,12?



De manera muy general, el diagndmtico de laboratorio =me basa
en las siguientes pruedas, despuds de la demostracion del estadco
hemolitico:

Frotie de sangre, Muestra alteraciones caracterimticas en
caso de presencia de HbS (enfermedad grave): pero son comunes las
células Dblanco y la hipocromasia. (Las células falciformes se
identifican facilmente en cortes histologicos fijados en formol).

Fragilidad ocpmética, En la mayor parte de hemoglobinopatias.
56 oObserva una mayor resistencia. por el menor espesor medio de
los eritrocitos.

Electroforemsis de hemeoglobina. Es satisfactoria la
elactroforesis en papel. peroc resulta mejor a base de gel de
agar.

Prueba de Qesnaturalizacion Dor Alcalis. Esta prueba se
utiliza para medir la HLF.

Enstas pruebas, pueaden demostrax la presencia de una
hemoglobinopatia, pero no difersnciar de gue tipo de hemoglobina

se trata, Yy por los tanteo, pedemos considerarlas como pruebas muy
generales .1 10.111,117.115,120

Es importante estudiar los padres del enfermo. para contirmar
el diagndstico: de ser posible se estudiard simultdneamente a
toda la familia. Es inutil este estudio familiar en cualquier
anemia hemolitica congdnita. ya que, evidentemente, el origen e

tal anemia meria diferente del factor hereditario.




La mayoria de las hemoglobinopatias que prevalecen el mundo
son talasemias. que mon anemias microciticas hereditarias. Cada
afio 100,000 niffios, en todas partes del mundo. nacen con talasemia
mayor. una fatal enfermedad sanguinea. La talasemia menor es el
ostado portador de esta grave enfermedad. Los profesionales de 1la
malud pueden facilmente identificayr a pacientes que pueden tener
talasemia menor a través de una evaluacién de rutina de los
indices eritrocitarios, y el diagnédstico puede ser confirmado
mediante 1la determinacién de HbA,. Una vez conocidos a los
individuos que tienen talasmemia menor, se pueade evitar un
innecesario tratamiento de por vida. La educacison do loa
pacientes podria también incluir informacidn acerca del
asesoramientoe de la preconcepcién y una busquada asociada. EIl
reconccimiento del potencial para las enfermedades congénitas y
l1a sudbsaecuente busqueda o referencia =con las responsabilidades de
todos los profemionales de la salud gue wven pacientes antes vy

durante sus afios reproductivos.3'7

El diagnéstico de 1las diferonteas hemogloebinopatias mediante
las técnicaes rutinarias de laboratorio. no han variadeo de manera
significativa en los ultimos afiocs, sin emdbargo la instrumentacion
de dichas técnicas ha tenido un avance importante. gracias a las
nuevas tecnologilas aplicadas a la investigacion meédica.

En estcos ultimos afios, el diagnédstico y la consideracion de
laa personas afectadas de esnfermedades genéticas han
experimentado un cambio snorme. Hace algunas décadas. sodlo podia

basarse en la interpretacisn de loms sintomas para establecer un
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diagnoestico, Frecuentemente se, trataba de la presencia de
célulams anormales. visibles en microscopia optica. De este modo.

B8 descubridé que individuos de raza negra afectados por episodios

agudos de atagues cardiacos poseian globulos rojos en forma de

hoz: de ahi el nombre de anemia de cédlulas falciformes
(drepanccitosis) que se da a =msu afeccion.

progresos de la bioquimica,

Paralelamente a 1los

algunas de estas enfermedades
celulares pudieron explicarse por la existencia de anomalias en

ciertas proteinas. Asi, los quimicos L. Pauling y V. Ingram

demostraron en 1949 que la drepanccitosis se dehe a una forma de
hemoglobina anormal (hemoglobina 8S). incapaz de £ijar
correctamente el oxigeno .l

Fuera del ambito netamente bioquimico, nos encontramos ahora

con diagnosticosm basado en €1 emplec de técnicam genéticas que

nos permiten identificar y diagnosticar de manera eficaz, rapida

Yy contiable, los desodordenes moleculares gque se traducen en

enfermedades dificilmente detectablesa mediante las técnicas

ordinarias de laboratorio.
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OBJETIVOS

e Determinar las diferentes complicaciones sistémicas que =se

relacionan. va

sea directa o indirectamente, con las
manifestaciones clinicas de lo® diferentes tipos de
hemoglobinopatias.

L] Establecer las implicaciones diagnémsticas Aae astas

complicaciones en las hemoglobinopatias de diversa 1indole.

w Actualizacién bibliografica cde lom avances mas recientes

en la investigacion diagnéstica de los

diferentes tipos de
hemoglobinopatias.
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GENERALIDADES

HEMOGLOBINA

El eritrocito es un transportador quimico muy eficaz del
comburente basico (oxigeno) ¥ de uno de los productos finales de
la combustion (COz). Su membrana presenta una semipermeabilidad
dinamica, Yy mantiene dentro del eritrocito, una concentracion
elevada de potasio, no dejando entrar al sodio; en cambioc no
ofrece ningun obstaculo al paso de los iones hidrégeno, cloruro y
bicarbonato en ambos sentidos. en funcién del gradiente idnico.102

La hemoglobina me forma en el eritrocito en desarrollo. dentro
de la médula 4mea. La formacidn mads rapida occurre en el hematie
de clase III (normoblasto policromatérfilo). cuando se produce el
80% aproximadamente de la hemcglobina que llevarda el globulo
maduro. Aungque puede formarse hemoglobina en el reticulocito vy.
en circunstancias especiales, en el eritrocito no reticulado y no
maduro: sn circunstancias ncocxrmales su formacién sdlo tiene lugar
en 108 normoblastos en desarrollo dentro de la médula osea.103.106

La concentracién de la hemoglobina en la sangre presenta un
equilibrio en la produccién y destruccidén de moléculasas de
hemcglobina. En la persona normal el contenido hemoglobinico es
constante, por cuanto produccién Y destruccion estAn

perfectamente equilibradas.
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La cantidad real ds hemoglobina total puede determinarse
multiplicando la concentracién de hemoglobina por el volumen de
sangre. Si la concentracién de hemoglobina es de 15g/100ml (el
promedio para ®]l hombre es de 16.3g: para la mujer de 14.5g)., Yy
@1l volumen total de sangre de aproximadamente 5 litros, la

cantidad total de hemoglobina se calcula como sigue:

Hbpntay ™ concentracion de Hb (g/ml) X volumen sanguineo (ml)

Hbeotal = 0.13 x 5000 = 730g de Hb

La vida de la molécula de hemoglobina esms de aproximadamente
120 dias: su destruccion coincide con la del eritrocito. Si 1la
cantidad total de hemoglcbina que hay en el cuerpo en un momento
dado es de 750g. y la duracion de la vida del eritrocito es de
120 dias. la cantidad de hemoglobina formada cada dia es entonces
de §6.23g. En caso de esfuerzo maximo, por ejemplo, =i exismte una
esnfermedad Vhamolitica. =1 ha calculado que la producciéen de
hemoglobina pueds llegar a ser de 40g/dia.

Cuando m=se compensa una hemdlisis excesiva. hay destruccion
aumentada de eritrocitos sin produccion de anemia. Generalmente
mse considera que o1 incremento en la produccién de eritrocitos y
de hemoglobina ocurre aumentando la masa de precursores
eritroides, mAs que aumenhtando la rapidez de maduracién de cada
erittociﬁo. aunque este Gltimo proceso no ha side completamente
excluido como factor contribuyente.

Si 1a destruccion de eritrocitos excede del esfuerzo maximo de
la médula, se produce aﬁemfa. La anemia se estabiliza cuando la

12



produccion de eritrocitoms y la destrucciéon de los mismos ocurre

en proporcion constante. Aunque los valores hallados para

hemoglobina y eritrocitos no sean normales, no disminuyen

Progresivamente a menos que la duracion de la vida del eritrocito
#se acorte., © que exiamta interferencia en la actividad de
médula. La duracién de la vida

la
del eritrocito es menor que la que

puede compensar una actividad mAxima de la médula: en

circunstancias usuales=s el valor subnormal de hemoglobina se

estabiliza en una cifra que depende de la duracidn de la vida del

eritrocito y del rendimiento medular maximo.1!9?

ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA

La hemoglobina, es una hemoproteina. La parte protéica s=se

denomina glcecbina: os incolora Y conata de cuatro cadenas

peptidicas formando amsasns complicadas. En la moldécula de

hemoglobina, el grupo hem estd rodeado por dos pares de cadenas

polipeptidicas. La hemoglobina normal del aculto (HbA3;) tiene dos

pares de cadenas alta Y beta. La cadeana alfa posee 141

aminocAcidos empezande, dicha cadena, con valina y terminando con

arginina. La cadena beta poses 146 aminocacidos; también hay

valina en un extremo. pero termina con himtidina en el otro. En
el adulto existe ademas una pequefla cantidad de hemoglobina fetal

(HbF) en la cual las dos beta son substituicdas por cadenas gamma.

Ia cantidad de HDLF es normalmente alta en la infancia y aumenta

en ciertos estados patologicos. Otro componente secundario de la

hemoglobina del adulto es HbAj. on la cual las cadenas beta son

substituidas por cadenas delta.102
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Si el orden de los aminocAcidos en la cadena peptidica difiere
de lam variedades alfa o beta habituales, o a1 deja de formarmsse
una cadena. o se produce una recombinacién andmala. mse producen
hemoglobinas anormales; existe otra variedad, todavia mal
conocida, pero distinta de las mencionadas. Las cadenas

peptidicas adoptan una disposicion helicoidal, lo que le da a la

molécula una estructura esferoide. Se unen a las cadenas

peptidicas cuatro grupos ferroporfirinicos (hem). El enlace entre

hem y cadena peptidica se debe a la histidina cuyo grupo imida=zol

desempefia un papel fundamental en la amortiguaciédn {énica. E1

hem. a su vez. es una porfirina de hierro. o sea, un compuesto

ciclico formado por cuatro anillos pirrédlicos enlazados por

puentes TCH, y unidos al hierro por 4atomos de Nitrégeno. La
hemoglobina resultante es aproximadaments esférica (elipsocicdal).

La estructura de la hemoglobina puede ser dividida en cuatro

La emstructura primaria es 1la composicién de
{2) La

categorias. (1)

aminocdcidos y la secuencia de las cadenas de polipéptidos.

smtructura secundaria scon las Areas helicoidales alfa de 1la

cadena de polipédptidos en un espacio tridimensional. 3 La

eptructura terciaria ee la relacidn espacial de las

helicoidales alfa en la molécula plegada. 4) La estructura

Areas

cuaternaria os la apropiada (la estructura funcional), en la que

quedan establecidos loa puntos de contacto y las posiciones

relativas de las cuatro cadenas de polipéptidos que constituyen

la molécula de hemoglobina.l®?

En la investigacién para determinar con mayor certeza los

componentes de 1a hemoglobina, TJ Shen y colaboradores. han
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construido un plasmido (pHEZ) en el cual los genes humanos

sintéticos de las globinas alfa V¥ beta, Y el gen de la

aminopeptidasa de la metionina de la Eacherichia coli, aon

expresados bajo el control de promotores ‘‘tac" —promotores de

tactocides— separados. l.as hemoglobinas fueron expresadas en E.

colli JIJM109 y purificada mediante una cromatografia liquida de

proteina produciendo dos componentes principales. “a" y "b". La

espectrometria de mamas por electrospray. demuestra gque por lo

menos el 958% y cerca del 90% de los cambios expresados en las

cadenas alfa y beta del componente “a'. tienen, respsctivamente.

la masa esperada. EIl 10% restantes de la cadena beta en el

componente “a* corresponde en mama a la cadena Dbeta de la

metionina positiva. En el componente

tanto la cadena alfa

como la beta tienen las masas correctas =in la deteccidén de 1la

metionina N-terminal (menos del 2%). Esptos resultados han sido

contirmados por estudios de degradaciéon Edman de la secuencia

amino terminal de lans cadenas alfa Y beta de estos dos

recombinantes Qe la hemoglobina (rHb) . Los rHbhs de

los
componentes “‘a' y "b" exhibieron un espectro optico visible
idéntico al de la hemoglobina normal del acdulto (HbA). E1
components "a'* ¥y la HbA tienen propiedades muy similares de

afinidad por el oxilgeno. pero el componente "b" muestra alguna
alteracioén a este respecto. especialmente a valores bajos de pH.
El espectro de IH-NMR del componente "a" vy el de la HbA son
esencialmente idénticos. mientras el del componente 'b" exhibe

una alteraciédn en e: anillo a nivel del protén de resonancia en

las traslaciones hiperfina y normal, indicande alteracjiones en la
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conformacién del hem en la cadena beta, Esta alteracién en los

patrones de remonancia puedsn ser cambiados a aquellos de la HbA

convirtiendo el componente "b* al esmtado férrico y luego al

estado deoxy y regresandolo, finalmente.

a la forma carbomonoxy o
bien. a la forma oxy.!"

El pesco molecular de la hemoglobina difiere segun

resultados obtenidos por diferentes investigadores,
66700 Yy 64450

los

siendo 68000,
loa valores mam comunmente aceptados.

La molécula
de hem es unc de

los preoductos finalem del anabolismo de las

porfirinas durante el cual se construye la complicada estructura

a partir de substancias relativamente simples, fundamentalmente

succinilcoenzima—-A y glicina.
Se conocen muchans altexraciones patolsogican debidas a

deficiencia de alguna etapa de esta complicada sintesis;

perc
a6lo dos tienen importancia

hematolégica,., porque dan lugar a

sintesis anormal en el eritrocito © sum precurmorem.l??

QUIMICA DE LA HEMOGLOBINA

El orden en que esta&n colocados los amincacidos que forman las

cadenas peptidicas alfa y beta, me hallan bajo control genético,

y Bsu sintesis tiene lugar en la etapa temprana del desarrocllo del

normeblasto. Se ha comprobado la importancia de una organizacidén

adecuada de lom aminoacidos durante la sintesis de tales

proteinas comparando la estructura molecular de la hemoglobina

normal con la obtenida des pacientes gque sufren hemoglobinopatias
diversas .18
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De las 30 porciones peptidicas que, aproximadamente, e
obtienen dJde la hemoglobina por dJdigestisn triptica y mediante
calor, utilizando electroforesis y cromatografia, sdlo un péptido
de la hemoglobina de la célula falciforme difiere del normal. Los
andlisis dJdel péptido anormal revelan que un residuoco de acido
glutamico ha wsido substituido por wvalina. Un estudio similar
ofectuado con la hemoglobina C indicd que o)l miamo péptido era
anormal, pero en este camo el Acido glutamico habia sido
substituido por limina. En ambos cascos el péptido anormal era un
componentes de la cadena peptidica beta. Investigaciones
ulteriores de las hemoglobinas E. D L) I demostraron
substituciones similares de amincAcidos en otros péptidos de lam
cadenas alfa y Dbeta, Estos estudios revelan que la simple
variacién de un =dlo aminocacido entre 300 de la mitad de 1la
molécula de hemoglobina puede mer la diferencia entre estado de
salud,. invalidez moderada. y enfermedad mortal .10

La estructura gquimica de los dos genes que parecen intervenir
en la produccion de hemoglobina es la gque determina la sucesion
de aminodcidos en las cadenas peptidicas. Cualquier alteracion de
la estructura guimica de los genes, a s8su vez, alteraria la
sucesion de aminocdcidos en la molécula de hemoglobina. Como 1los
genes son macromoléculas que se autoduplican. cualquier anocmalia
estructural se transmitiria de una generacién a la siguiente. Que
el ofecto de tal anormalidad sea o no clinicamente importante,
parece depender de la porcién de la cadona peptidica afectada.

La molécula de hemoglobina contiene cuatro grupos hem. Las
las etapas iniciales y terminales de 1la

enzimas necesarias para
18



sintesis del hem se hallan en lams mitocondrias. mientras gque las
necesarias para las etapams intermedias se encuentran en el
citoplasma. l.a esintesis de la forma tetramérica final de 1la
hemoglobina se produce en el citoplasma. Los polirribomsomas
sintetizan cadenams alfa de la globina. reaccién cuya rapidez
depende de la presencia de cadenas alfa libres, Yy liberan
espontAneamente estas cadenas. Las cadenas alfa libres parecen
unirse a las cadenas beta cuando todavia se sncuentran sobre los
polirribosomas, pasando amsi al citoplasma msubunidades alfa—beta
libres., El1 hem adlandona la mitocondria y se combina con cada
cadena del dimero. Finalmente se juntan las dos subunidades
alfa-beta para formar la téetrada de hemoglobina completa. E!l hem
me adapta a una =zona muy hidréfoba de la superficie de cada
cadena de globina y mse conserva en contacto con histidina y otroa
grupos quimicos vecinos en dicho lugar gracias a fuerzas de van
der Waal. El1 oxigeno es transportado a estos lugares en un
ligando con @] ion ferroso del hem y el residuc distal de 1la
histidina.l03

Como =me menciond anteriormente, el hem es una estructura
porfirinica ciclica que contiens un atomo de hierro quelado. y =se
ha comprobado que forma parte de la estructura molecular de la
mioglobina, los citocromos. la peroxidasa y la catalasa, igual que
de la hemoglodbina. Las porfirinas estan ampliamente distridbuidas
en la naturaleza y se encuentran tanto en plantas comoc en
animales, sirviendo a diversos procesos metabodlicos wvitales. Un

ejemplo de los anterior lo tenemos en la cleororfila, que siendo
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esencial para la fotosintesis (y por lo tanto para la vida en la
tierra). es un compuestoc magnésico de portirina.”L’“

El hierro Que se absorbe con los alimentos., asi como el que se
libera a1l ser destruida la hemoglobina. ne almacena como
“ferritina', que es hidréxido de hierro unido a una proteina
llamada apoferritina.

Cuando existe una destruccion local excesiva de sangre (en una
contusién, por ejemplo), la cantidad de hierro liberada es mayor
que la ferritina disponible y el excemo se deposita como granulos
micromcopicos de "hemosiderina®™.

En los alimentos. ol hierro se presenta, sobre todo. bajo la
forma de sales férricanm (principalmente FeOHz) . aunque E-1-3
absorben con mas facilidad los iones férricos. E1 HCl del
estdmago facilita la absorcidn de hierro. tal vez impidiendo 1la
oxidacion de sales ferrosas a férricas. pues se encuentran a
veces anemias puras por deficiencia de hierro en hombres Yy
mujeres que presentan aclorhidria absoluta.

El hierroc se absorbe en el duodeno ¥y las primeras porciones
del intestino delgado. En la mucosa intestinal los iones ferrosos
mson oxidados a la forma férrica. que se une a la proteina
apoferritina para formar ferritina. El!l hierro férrico circula en
el plasma unido a la albimina beta-—-1 1lamada "transferritina', o
“miderofilina". que suministra una capacidad de fijacion de
hierro de 300 a 350 microgramos por 100 m! de suero o plasma. E1

contenido normal de hierrc es de 75 a 150 microgramos por 100 ml

de sueroc.l02.106

20




La globina debida al desdoblamientoc de 1la

hemoglobina se
metaboliza hasta aminocacidoe,

que vuelven a la reserva general.

FUNCIONES DE LA HEMOGLOBINA

Las funciones de la hemoglodina son las siguientes: 1)
transporte del oxigeno de 1l1los pulmones a los

los= tejidos a los

tejidos y del
bioxido de carbono de pulmones. y 2)
participacioén en la regulacion acido-béasica eliminando COg en los=s

pulmones y amortiguando los cambiom de pH por accién de loa

grupos himtidinaimidazol de la hemoglobina.
En los pulmones, el oxigeno =me difunde a través de las
delgadas paredes de los alveolos y de los capilares, y es fijado

en seguida por la hemoglobina reducida: Oz + Hb = HbO;. Al llegar

la sangre a lom tejidos, donde la ten=mion de oxigeno es baja.

la
oxihemoglobhina se disoccia y el oxigenco difunde 2 las células
tisulares. Al mismo tiempo, 1la tensiéon de COp e= alta en la=

célulams ¥y el liquido que las rodea. Dentro de los eritrocites. la
anhidramsa carbonica acelera

la reaccién CO3 + Hp0 ——> HyC03
H* + HCOz3™.

L.a hemoglobina reducida

-

(dado que acaba de ceder el
oxigeno de loa tejidos)

tiene una accién amortiguadora muy
potente Yy neutraliza los iones H' liberados en 1la

reaccion
anterior. Los iones HCOz™

malen de los gldédbulos rojom y se unen
al Na*,

mientras que los iones Cl™ del NaCl del plasma, difunden
al eritrocito y compensan la pérdida de HCO5™

("intercambio de
cloruros'). En esta forma.

cerca del 70% del COp producido en los

tejidos, después de transformado en HCO3™ por la anhidrasa
carbonica en al eritrocito. es transportado en o1 plasma bajo la
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forma de d»icardbonato sin modificar el pH de la sangre. Ademas. un
20% del CO5 es transportado bajo la forma de un compuesto con la
hemcglobina reducida (carbohemoglobina). Cuando la msangre regresa
a los pulmones. el procesoc =e invierte: la anhidrasa carbdédnica de
los eritrocitos libera. del Acido carbénico (HpCOz3” ). e1 COy y el
H;0: para “alimentar" esta reaccién., el HCO3~ del plasma pasa a
los eritrocitos, y lom clorurcos salen de ellos. La hemoglobina
libera H*: la carbohemoglobina se disocia: y la hemoglobina
reducida ya puede volver a fijar oxigeno. Un gramo de hemoglobina

se combina con 1.34 ml de Oy aproximadamente (factor de

HUfneyr) .103.104

CATABOLISMO DE LA HEMOGLOBINA

El eritrocito viejo probablemente se vuelva mas esférico.
disminuyendo su diametro (microcito): también pueds volverse
irregular. y termina fragmentAndose en pequefias particulas. Estos
fragmentos mson recogidos por lam células reticuloendoteliales de
la pared de los sinusoides del bazo y del higado. Dentro de estas
células, el anillo del hem se abre. el hierro se separa ¥y la
globina es liberada. El residuo. que ya no contiene hierro ni
proteina, es la biliverdina. que luego =e reduce a bilirrubina.
Este pigmento biliar ems 1llevade por la sangre en combinacién
inestable con las proteinas del plasma (sobre todo albumina). En
las células del higado la DPilirrubina se separa de la proteina y
se fija al Acido glucuroénice, para formar el diglucuréonido de
bilirrubina hidrosoluble, que se excreta en la bilis, La
bilirrubina en si, asi como el proteinato de bilirrubina, son
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m0olubles en lom lipidos y sus molventes. pero nc en agua. Por 1lo
tanto. son incapaces de unirse directamente con el dcido
diazosulfanilico para formar el azocolorante rosa de la reaccion
de Van den Bergh. Para dar esta reaccién., la bilirrubina primero
debe mser puesta en soluciédn alcohédlica, conociéendose entonces
como bilirrubina “indirscta'. La bilirrubina normal del plasma, ¥y
las cantidades elevadas que contienen en 1los estados gque =e
acompafian de destruccién excesiva de eritrocitos, por ejemplo. en
las anemias hemoliticas, da reaccién indirecta de Van den Bergh:
pPer la mimsma razon (insclubilidad en agua). no se excreta bilis
en la orina c.:o pacientes con anemia hemolitica. Sin embargo. en
la ictericia obstructiva. en la que las viams Diliares estan
obstruidas, 1a bilirrubina atraviesa las célulams hepaticas. =o
transforma en glucuronido hidrosoluble y da la reaccidn directa
de Van den Bergh: pero este cuerpo vuslve a smer absorbido a 1la
sangre debido a la obstruccién de las vias biliares.

Profundizando un poco sobre todo lo anterior, podemos decir
que la desintegracion del hem a pigmentos biliares tiene lugar en
la fraccién microsomica de las células reticuloendoteliales. E1
hem primerc se transforma en biliverdina por accion de una enzima
microsémica, la oxigenama del hem. liberando hierro. Esmta es 1la
etapa que limita el ritmo de la desintegracion de la hemoglobina.
¥ requiere oxigeno molecular y NADPH. E1 hierro es devuelto al
fondo comun ferruginosc ¥y se utiliza de nuevo para formar
hemoglobina.

La biliverdina se reduce luego a bilirrubina por otra enzima
microsémica dependiente de NADPH, 1a reductasa de biliverdina.
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La actividad de ambas enzZimas es muy intenma en el bazo e higado

Y puede ser inducida en otras células del simtema
reticuloendotelial. En los macréofagos procedentes de animales de

experimentacion, la actividad enzimatica puede mostrar adaptacioén

reguladora en respuesta a la carga de sustrato. En la rata.

logrd i1dentificar 1lams células

eritrocitos.

se
hepaticas que fagocitan a
Esta poblacién celular

los
sspecial guarda una busna
correlacion con el nivel de oxigenasa de hem en lcs microsomas.

Los resultados de estos estudios parecen indicar que el higado vy

el bazo cumplen funciones semejantes en la destruccion del
eritrocito y el desdoblamiento de la hemoglobina. Luego la

Pilirrubina es liberada de las células reticuloendoteliales hacia
el plasma. donde se fija a la albumina y es transportada a las
células parenquimatosas del higado. Ahi

en los microsomas
hepaticos.

me conjuga con acido glucurénico y es eliminada con la

Pilis. Si e1 higado no puede 1llevar a cabo adecuadamente tal
conjugacion, se produce una concentracidn alevada de bilirrubina

"“de accién indirecta" en 1la msangre. 8Si hay dificultad para

excrecion de la forma conjugada por el sistema biliar.

la

se produce
en la sangre un aumento de bilirrubina de "accion directa™. Que
la Dbilirrubina proporcione reacciodn “*directa" © "“indirecta®.
depsnde -—como =me menciond anteriormente-— de la presencia o
ausencia de conjugacidn con el acido glucurénico. LLa enzima

transferasa que existe on los microasomas de las
¥y el Aacido uridin—adifosfoglucurédnico,

para que ocurra tal reaccién.

células
hepaticas, son necesarios
Se ha supuesto que el exceso de
Dilirrubina no conjugada gque

se descubre en o1 recién nacido
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dependeria de un desarrollo inadescuado del sistema de conjugacioén
glucurénido, 192

En el intestino, la accion de las bacterias sobre la
bilirrubina origina pProductos de degradacion de éata

nombre de

que
globalmente

recibe ol urobilinédgeno fecal.
la mitad de dicho urcbilinégeno es reabsorbida

intestino y wvuelve a

Aproximadamente

del circular por la sangre para ser
sliminada nuevamente por sl higado. Este

o ol origen Adel
urcobilinégeno en la bilis hepatica,

Y de 1la pequefia cantidad del
miamo que 1] pierde

con la orina vy
urobilindgeno

recibe el nombre de
urinario. La excrecion diaria normal de
urobilindgeno urinario es de 0 a 3.5 mg.

La cantidad de urobilindgeno fecal en las heces, puede medirse
Y se comprobara que varia entre 40 y 280 mg/dia. Como la cantidad
de urchilinégenc fecal

excretado dependes de la cantidad de

bilirrubina secretada por el higado con la bilis, mse ha utilizado

como indice de desintegracion de l1a hemoglobina. Sin embargo,

la

hemoglobina proveniente de los eritrocitos no es la unica fuente

de urcbilinogeno. Yy la excreciéon de urobilindgeno fecal no
siempre mide con exactitud la destruccioen de

eritrocitos,
Estudiando la excrecién ds estercodbilina.

uno de los compenentes
del urobilindgeno fecal,.

Aae ha comprobado que hasta el 11% debe
provenir de fuentes que no mon la desmintaegraciédn de eritrocitos

madures. No me sabe aun si ello representa la desintegracion de

células en desarrollo mientras se hallan todavia en la meédula, o
=i depende de alguna via de porfirina no hemoglobinica. En
algunos estados patoldgicos la cantidad de

sstercobilina no
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proveniente de hemoglobina mse eleva hasta el 50%.

Si se produce
hemdlimis intravascular

la hemoglobina queda liberada.

Y
rapidamente es fijada por la haptoglobina.

Esta &8s una alfa-—2-
glucoproteina que se combina esteaquiométricamente
hemoglobina formando un complejo estable.

Plasmatica Jde

con la

Como la concentracion

haptoglobina es de 0.04 a 0.1 g por 100, uncs 100

mg de hemoglobina son fijados por 100 ml de plasma.

El compleio
de haptoglobina-hemoglodbina es

demasiado wvoluminoso para

ser
filtrado por el rifid>n y no aparece en la orina,

En el higado, el
hem ¥y la hemoglobina adandonan el plasma, y =on desdoblados por

las células hepaticams, no por las células de Kupfer.

Cuando la hemodlisis intravascular prosigue por largo tiempo.

o
la cantidad de

hemoglobina libre es suficientemente grande., queda

superada la capacidad de fijacién de la haptoglobina plasmatica y
aparece hemoglorina libre en la orina. La hemoglobina l1ibre es
oliminada del plasma mas rapidamente que el compleijo de
haptoglobina~hemoglobina. Aungue la permeabilidad del

para la hemoglobina libre os

glomérulo
relativamente baja. resulta

netamente mayor que para la albumina y otras proteinas de pesuo

molecular similar. Esto puede explicarse, en parte. por el hecho

de que l1a hemoglobina tiende a dismsociarse en dimeros alfa-beta,

Y
el pH y la concentracion idnica fisioldgicoms del plasma. La gran
masa de hemoglobina filtrada por el glomérulo en la mayor parte
de trastornos clinicom con hemoglobina es reabsorbida

por los
tubulos proximales.

Ani se libera hierro que es reabsordbido hacia

ol plasma para ser utilizado de nuewvo. La globina, de una parte.
Y la porfirina, de otra.

son rapidamente catabol izadas Y
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utilizadas de nuevo. Asi pues. la célula tubular proximal

reticulocendotelial por su

5o
parece a la célula capacidad de
conservar el hierxro de la hemoglobina.

Por electroforesins se han identificado wvariocs tipos de

haptoglodbina ¥y su transmision, se ha comprobado, es regida

genédticamentaea. No se ha demostrado ninguna ventaja selectiva;

todas tienen capacidades de £ijacion similares. La

semidemintegracion de la haptoglobina parece sexr del orden de 3.4

dias. Se hnha comprobado que la concentracion de haptoglobina

1los esmtados hemoliticos y en
hepatocelular croénica.

disminuye en todos la snfermedad

Eata aumentada en el curso de infecciones

agudas o crénicas y cuando hay destruccién o© proliferacion de
tejidos,

METABOLISMO DEL HIERRO

El hierrc férrxrico combinado con la apoferritina de las células
de la mucosa, queda f£ijo (excepto en ceondiciones de hipoxia)

Y =me
piarde cuando éstas células se descaman.

Probablemente, ol hierro

de la alimentacién gque se abmsorbes Yy pasa al plasma permanece en
estado ferroso y puede formar complejoms laxos con aminoacidos de
donde es recogido por la transferrina del plasma para llegar
hasta el higado.

Normalmente., me absorbe del 7 al 10% de la alimentacidn: éata

representa un promedio de 1 mg al dia
mg/dia).

(limites, de 0.3 a 2
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I.a absorcién aumenta cuando disminuyen las reservas de hierro
del organismeoc o del plasma,

de manera relativa o absocluta
ejemplo,

en las anemias por deficiencia de hierro,
embarazo, lactancia, y los

(por
crecimiento,
3 a 6 dias que siguen a la pérdida de
o también en condicicnes de hipoxia.
parece aumentar

sangre importante) En estos
casowe, la reduccion del

hierro férrico de 1la
ferritina de la célula de

l1a mucosa intestinal, a
que puede pasar a la sangre.

la forma
ferrosa. La disminucién resultante
la célula de 1la

absorcion de hierro de

de hierro fijado en mucosa significa mas
los alimentos. Este

mecanismo podria
intervenir en la anemia perniciosa,

anemiams hemoliticas y anemia
rebelds acompafiada de hiperplasia del eritrocito. Es todos estos
casos pueds haber una disminucioén de hemoglobina sin que,

por
esto.,

se raduzcan las reservas de hierro del plasma o del resto
de la economia. También aumenta la absorciédn en la policitemia
vera y la hemocromatosis primaria.

Las necesidades de hierro, son del orden de 1 mg/dia en el
adulto. La excrecion

mg/dia,

urinaria representa aproximadamente 0.2

Y ®me pilierden de 0.7 a 0.8 mg/dia por descamaciédn de
células cutAneas y del

bilia.

tubo digestivo, por el sudor y por 1la

Aparte de las necesidades basicas, se requieren de 0.8 a 1

mg/dia suplementarios para el crecimiento. la menstruacién y 1la

Durante la segunda mitad del embarazo.
de 2 a 3 mg mas por dia.

lactancia. son necesarios

En o1 adulto normal., o1 hierro total es de 3.5 a 5 g. Entre 65

v 70% de esta cantidad se encusentra en la hemoglobina: de 20 a
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25%, como hierro de reserva: 3% en la mioglobina: 1% en enzimas a
base de hem ¥ transferrina, y el resto en diversos lugares.

El hierro de reserva se divide en partes aproximadamente
iguales entre la ferritina y la hemcosiderina. La ferritina es una
variedad finamente dispersa, formada por hidréxido férrico unido
a una proteina especial, la apoferritina (P.M. 460000) . La
apoferritina contiene de 20 a 23% de hierro de facil intercambio,
que pasa a la forma ferrosa antes de unirme a la tranaferrina que
lo transporta. Se pilensa que la liberacién masiva de ferritina,
durante la anoxia que acompafia al schock. interviene en la
aparicion de choque irreversible. La hemosiderina es una variedad
mas burda de hierro de reserva, que se forma al perecer cuando el
depdsito de hierro sobrepasa la cantidad de apoferritina
disponible. De acuerdo con esta hipodtesis, l1a hemosiderina
contiene de 235 a 33% de hierro. Este se intercambia lentamente y
con dificultad. En las células reticulcocendoteliales gque la
fagocitan, la hemosiderina e inofensiva; pPero =i l1lega a
depositarse en células parenquimatosam © del estroma. produce

lesiones celulares y fibroasis 102104106
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CLASIFICACION
DE LAS
HEMOGLOBINOPATIAS

En el hombre. se han descrito mas de 100 hemoglobinopatias
anormales. pero han sido pocas las asociadas con alguna
enfermedad clinica. Un auvtor (Heller) ha propuesto una
clamificacion de las hemoglobinopatiam cuya base esta dada por
sus caracteristicas funcionales.!03 Tal clasificacion. es la

siguiente:

Grupo 1. Hemoglobinas anormales sin alteraciones fisioldégicas.
Es o] mayor grupco: estas hemoglobinas mutantes tienen
intereés gendtico y bioquimico, pero carecen de

significancia clinica.

Grupo 2. Hemoglobinopatias “"de agregacidn®.
Las hemoglobinopatias b=} Y C se incluyen en este
grupo: =o producen cambios estructurales en el
eritrocito al formarse tactoides de hemoglobina S ¥y

cristale= de hemoglobina C.

Grupo 3. Sintesis '"no equilibrada' de hemoglobinas.
Este grupo esta formado por los sindxomes de
tatasemia an los cuales un tipo de cadena
hemoglobinica on sintetizada en proporciédn mucho
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mayor que otras cadenas hemoglobinicas: las cadenas
en exceno precipitan como cuerpos de Heinz, .tal es. el

caso de las hemoglobines D, E y H.

Grupo 4. Hemoglobinas inestables.
Estas hemoglobinas, que suslen incluir una
substitucion de aminocaAcido en la regién de fijacién
al hem. son sensibles a la dAesnaturalizaciéon
oxidativa precipitando cuerpos de Heinz. A este grupo
pertenecen las hemoglobinas Zurich. Colonia. Seattle

¥ muchas mas.

Grupo 5. Hemoglobinas con funcién hem anormal.
Easate grupo incluye las hemoglobinas M que ge
acompafian de metahemoglobinemians: las hemoglobinas
Chesapeaks, Rainer y otras., que tienen gran afinicad
por el oxigeno con policitemia compensadora: y la
hemoglebina Kansas. Y otras, que tienen afinidad

disminuida por el oxigeno.

Hacia 1967, M. Wintrobe dividio las anormalidades en la
sintesis de hemoglobina en tres grupes: 1) la produccién de una
molécula protdica anormal (por ejemplo. el caso de la anemia
falciforme). la cual resulta usualmente de la substitucion de un
amincacido en una de las cadenas polipeptidicas normales: 2) la

reduccién en el rango de la sintesis de proteinas normales., como
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ol observado en las talasemias; ¥y 3) el desarrollo de anomalias
tales como la persistencia hereditaria de hemoglobina fetal.l??

Al parecexr, hasta la fecha. noc me ha hecho un esfuerzo
adicional por reclasificar las hemoglodbinopatias, de tal modo que
la clasificacion dada por Heller sigue siendo valida, al menos
para tener una idea del tipo de hemoglobina que ha mido

codificada de manera erroénea.
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HEMOGLOBINOPATIAS
CLINICAMENTE IMPORTANTES
(DESCRIPCION Y COMPLICACIONES ORGANICAS)

lL.as complicaciones que las diferentes hemoglobinocpatias pueden
originar, son de diferente consecuencia y dependen del tipo de
alteracion de que se trate. De este modo, existen complicaciones
auditivas, oftalmicas y d¢seas, miendo estas ultimas lam mas
documentadas en investigaciones recientes. La Tabla 1 muestra la
compomsicion parcial de aminocaAcidos en la cadena Dbeta humana
normal y en algunas hemoglobinas con cadenas beta anormales.

En México. ne existen datos estadisticos que avalen un
porcentaje digno de credibilidad relacionado con la frecuencia de
las anemias provocadas por lona diferentes tipos de

hemoglobinopatias.

HEMOGL OB INAS E=1 CHDBbSS >
DESCRITIIPCION
En esta enfermedad, el defecto se situa en la cadena beta. EN
este camo, o)l Acido glutamico de la pomicién 6 es substituida por
valina. En el sujeto homocigoto se encuentran las células
falciformes caracteristicas cuando desciende la tension de
oxigeno de la sangre. Los frotis realizados en forma habitual

muestyran un numero variable de células falciformes con células
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TABLA 1. Composicidén parcial de

s 3 arc aminocdcidos en algunos tipos de
emoglobinams.

Hemoglobina Posiciones en la cadena beta de la hemoglobina
1 2 3 - 7 26 63 67 121 146

A (normal) Val-His-Leu Glu-Glu Glu His val Glu His

s val

[+ Lims

Goan Joee Gl4

E Lis

Moeaxacoon Tir

Mmiiwauxes Glu

Oaranie Lim

blanco, hipocromasia y poigquilocitosis. La hemoglobina mutada

tiene la propiedaad de polimerizar cuando se encuentra en

concentracién alta en los eritrocitos (msujetos homocigotos. con

las dos copias del gen beta afectadas) . Y cuando esta

desoxigenacda. las macrofibras de la hemoglobina falciforme,

consisten en hileras dobles, de cadenas dobles antiparalelas

retorcidas alrededor de una particula aje. Bajo condiciocnes

apropiadas, las dos hileras externas pueden disociarse de 1la

particula eje. Emtas estructuras retienen la torcedura helicoidal

de la macrofibra origen y lentamente se disocian en monémeros en

un periocdo de wvarias horas. Los hiloa dobles individuales noc =se

han observado nunca, sugiriendo que unicaments los pares

antiparalelos son energéticamente favorables.!® La mutacien s
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crea contactoms entre las moléculas de HbS desoxigenada, que
polimerizan en largas fibras (cuerpos semicrismtalinos llamados
“tactoides"). Estas fibras aan al eritrocito su forma
caracteristica en hoz (falciformacidn) y hacen que el interior de
la cdlula sea muy viscoso cuando la concentracién de oxigenoc es
deéebil. Se produce una alteracion pronunciada e irreversible de
loms eritrocitos y estos son eliminados de la circulacién, También
puesden Dbloquear vasos pequefios y capilares, disminuyendo todavia
mas la tension de oxigeno, creando de esta manera un circulo
vicioso 103

En presencia del rasgo de células falciformes (heterocigotos).
no mse encusntran este tipo de eritrocitos en los frotis, pero si
se reduce la tension de oxigeno. hacen su aparicién, aunque en
menor numero gque en ol homocigoto. La enfermecdad es casi
eoxclusiva de la raza negra.

Los estudios por electroforesis muestran que en el homocigoto,
la HBbS representa casi el total de 1la hemoglodbina, siendo el
resto de ella, HbF. En el heterocigoto. la HbS constituye el 50%
© menos, en tanto que el resto ea HbA. Los sujetos portadores del
rasgo (heterocigotos) =mon asintomAticos. En el caso de anemia de
células falciformes (homocigotos)., se encuentra anemia, crisis
hemolitica, ulceras en las piernas, dolores addominales y muchos
otros sintomas.

Cabe encontrar combinaciones de hemoglobina 3 con otras
hemoglobina anormales, que incluyen., en orden de gravedad clinica

decreciente, la talasemia y las hemoglobinas C. D. E y G. La
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hemoglobina D presenta la misma movilidad electroforética que

HbS, pero se distingue de ésta por su mayor solubilidad.l0?
Existe un incremento en lasm evidenciam que sugieren dque la

peroxidacion de lipidos JIn viveo puede smer un factor importante en

la anemia falciforme homocigota (HbSS). La vitamina E es el

principal antioxidante liposocluble en plasma., ¥y esta vitamina,

asi como el colestexrcl, oS transportada —-en plasma-— casi
exclusivamente por lipoproteinas. Los bajos niveles de vitamina E
Plasmatica, estan acompafiados con bajos niveles de colesterol
plasmatico. Esto sugiere que los bajos niveles de esta vitamina

en plasma en pacisntes con anemia falciforme, pueden estar

relacionados con el decremento de los niveles de acarreadores de

lipoproteinas. L

CTOMPIL I CACTONES

El caracter de células falciformes y la anemia drepanocitica

se han observado cani exclusivamente en la raza negra. La

frecuencia del caradcter wsemilunar varia segun las diferentes

parteas del mundo.

La anemia de células falciformes s caracteriza por la
aparicion de sintomas en practicamente todas partea del cuerpo:;
existe una amplia variacioéon en las manifestaciones clinicas de la

enfermedad de células falciformes de un individuo afectado a

otre. Muchos investigadores han buscado discernir parametros que
pudieran explicar esta <variabilidad. Los parametros clinicos
medidos regularmente son el numero de visitas al departamento de

urgencias, la frecuencia de hospitalizaciones, niveles de
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hemoglobina. cuenta de reticulocitos, edad y falla final org&nica
(nefropatia, necrosis avascular de hueso, apoplejia., retinopatia,
apoyo en hipoxemia despuéds de sindrome de pecho agudo, ulceras en
miembroms inferiores. y priapismo con impotencia).’? A veces estos
sintomas son raros, Yy varian generalmente de un enfermo a otro, y
segun los momentos en un mismo paciente. Tal es el caso. por
@jemplo. de una paciente a quien incidentalmente me le detectd
pancitopenia, tras acudir a atencién médica por una infeccién en
el tracto urinario; a pesar de gque =u anemia fue catalogada como
"normocitica normocrémica’ por un contador electrénico da
particulas, la evaluacidn de la pancitopenia confirmé¢ la sospecha
de anemia perniciosa. pudiendo esta estar asociada con cualiquier
‘otra hemoglobinopatia conocida .33 La mayor parte de los enfermos
con anemia drepanccitica. niflos ¥y adultos, siguen en estado
ligero de enfermedad créonica. con valores estables de eritrocitos
¥ bilirrubina sérica. pero casi todos ellos en algun momento
presentan episodiocs de sintomas mas graves. las denominadas

“erimsis®.

fard N oy F B F B a—a? ¥ J SR syt st X S1EP R

El tipo degenerativo de crisis hipoplasica, que se manifiesta
por hipoplasia o aplasmia de eritrocitoas en la médula. disminucion
neta del numeroc de reticulocitos en sangre circulante y anemia
rapidamente creciente., suele observarse despuds de una infeccion
bacteriana o viral ¥y no se acompafia obligadamente de dolor.
Eximten. ademas, crisis aplasicas transitorias en pacientes con
anemia falciforme, como 1o demuestra un estudioc realizado en
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pacientes Jjévenesn {(hasta de 18 afios de eadad) en los que =se
determind la proporcion de casos de este tipo de crisis debido a
infeccion por parvovirus Bl9. E1 seguimiento de los estudios
sercldégicos de la infecciédn por este parvovirus fue completado en
8 pacientes. Se examind el suerc para determinar particulas de
ADN viral de parvovirus Bl9 y anticuerpos especificos IgG e IgM
anti—parvovirus Bl9. Las particulas de ADN viral desl parvovirus
Bl9 fueron detectados en 11 (21%) de 53 pacientes con crisis
aplasica transitoria (TAC). Se detectaron anticuerpos esmpecificos
IgM en 34 (64%) de los S3 pacientes. En total. 36 (68%) de los 53
pacientes con TAC tuvieron evidencia de infeccitn aguda por
parvovirus B19 como lo demostré la deteccién de ADN de parvovirus
y/0o anticuerpos IgM especificos en la fasze sérica aguda. E1l
seguimiento de los estudios serologicos en 8 pacientes con
infeccidn aguda revelaron la desgaparicion de particulas de ADN
viral de parvovirus Bl9% y de anticuerpos IgM y la persistencia de
anticuerpos especificos IgG después de 3.5 aflos del diagnostico
de la infeccidn aguda del parvovirus Bi1S. Los pacientes no
presentaron evidencia de infeccion aguda o recurrente de
parvovirus Bl9. Aproximadamente el 70% de los casos con TAC en
pacientes con anemia falciforme identificados en un periodo de 7
afios fueron causados por una infecciéon aguda por parvovirus Bl9.
Una vez detectada, anticuerpos IgG especificos para parveovirus
Bl9 permanecen detectables en diferentes afios. No existe
evidencia de una infecciédn recurrents o cronica por parvovirus

Bl9 en pacientes con anemia falciforme.¥
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Los eventos de tromboembolias mon inusuales en pacientes con
células falciformes, particularmente en ausencia de hipoxia. =in
embargo. =e han reportado casos de pacientes con episodios
maltiples de trombomin venosa grave en la= extremidades=

inferiores, siendo el unico factor de riesgo, identificado como

tal. para una trombosis venosa recurrente, la presencia de
células falciformes. Se cree que las citocinas inflamatorias,
tales como el factor de necreosis tumoral (FNT)., pueden tener un

papel prominente en 1la mediacidén de los eventom que conducen a
una oclusidn vascular en la anemia falciforme. Lo anterior mse
desprende de un estudio realizado sobre eritrocitos de pacientes
con anemia falciforme afiladidos a endotelic vascular tratado con
FNT. observandose que eatos eritrocitos incrementaban au
adherencia de manera muy mignificante: os probﬁhle que lo=
factores qus contribuyen a dicho incremento =mean la poca
superficie de intercambio de los eritrocitos falciformes, los
elovados niveles de fibrinogeno y el factor de von Willebrand en

el plasma de los pacientes."'“

Otro tipo de atague calificado decrimia" es el que ne
acompafia de mignos de localizacién de la enfermedad. Se cree que
resultan de eritrostasis y anoxia o infarto. Los infartos de
bazo. rifon, hueso y pulmédn, Y las legsiones neurolégicas
localizadas, son ejemplvoa de emste tipo. Los pacientes con anemia

falciforme también puedean tensar otros trastornos, como
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apendicitis aguda, célico renal y enfermedades de 1la vesicula

biliar, gque deben distinguirse de l1os periocdos de ‘“crimis",

fal RaFa oy ¥ R F-Fa_—per ¥ J Cawrrd Ccretr— X rram s~ X a5

No son fracuentes los mintomas atribuibles al aparato
genitourinario, pero las complicaciones a este nivel pueden ser
espectaculares y graves. Puede haber epismodios de hematuria
complicando tanto el caraActer come la enfermedad de eritrocitos
falciformes. La hemorragia suele ser unilateral, recurrente, a
veces intensa. Algunos pacientes han sido operados pror
mospecharse tumor al aparecer hematuria unilateral acompariada de
pielografia intravencsa ancormal. Se ha observado un defectoc en la
capacidad renal de concentrar la orina en la mayor parte de
pacientees con anemia de gldébulos rojos falciformes y muchos con
caracter de drepanocitosis. E1l defecto puede corregirse
temporalmente por transfusién de globuleos rojos normales en
pacientes jovenes, pero no suele ocurrir asi en adultos que han
tenido tiempo de sufrir una lesidén estructural irreversible de la
médula renal. La patogenia de la hematuria y la hipostenuria no
oes bien conocida. lLa forma semilunar de los globulos rojos de
pacientes con vsta enfermedad. o con caracter de drepanocitosis,
se cree que ss produce en los capilares medulares a consecusncia
de la combinaciéon de una tension reducida de oxigenc Yy una
hiperosmolalidad (y quiza reducciédn de pH). La ingurgitacion
resultante y la obstruccién vascular resultan particularmente
manifiestas en las zonas peritubulares: se cree que la iaquemia

local origina degeneracién del epitelio tubular, extravasacion de
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sangres alrededor de 1los tubulos colactores y, en ocasiones,

necrosis papilar.
Dentro de los trastornos genitourinarios. 1la anemia celular

falciforme os conocida como una causa de glomerulopatia,

incluyendo la glomeruloesclerosis focal megmental (FSGS) . Se

considera que los pacientes que tienen glomerulopatia celular

falciforme con FSGS tienen un pronoestico muy pobre, en
comparacion con los pacientes tienen glomerulopatia celular
falciforme s=in esta lesmidn. LlLos pacientes anteriores sufren mas
frecuentemente de proteinuria persistente b'd eventualmente
desarrollan la etapa final de lesién renal. Se ha presentado el
caso de un paciente con glomerulopatia celular falciforme y FSGS
siendo mas Joven que los pacientes con hallazgos similares
reportados previamente. La histopatologia de su lesmion renal esta
remarcada por cambios ultraestructurales en los msegmentos en las
membranas bamsales de loas glomérulos Y en la=s células
endoteliales. Quienes estudiaron este casc han especulado que

la esclerosis
101

estos cambios son precursores de la patogénesis de
glomerular en pacientes con anemia celular falciforme,

Se ha observado priapismo en cierto numerc de pacientes: a
vecer persismte 10 a 36 Alasm., y suele ir meguido de impotencia

completa.
T r 7 X e omm ool X O e s
Cas tCrcomters e X ria 1 a5
Casi todosm los pacientes con anemia de células falciformes en
uno u otro momento de sy evolucion sufren molestias
gastrointestinales. anorexias, nAuseas, vémitos ] ictericia.
41

i



Puede haber dolor intenso en cualquier parte del abdomen: a veces

es dificil decidir si estd o©o no indicada una intervencion
quirurgica. Tales dcolores pueden depender de infarto del bazo u

otro organo, o© estar relacicnados con colelitiasis, que se ha

dicho tiene frecuencia del 23%. En un grupo de 47 pacientes

homocigotos de 12 a 358 aflos de edad con anemia falciforme, el

estudio indicaba que la tercera parte de los enfermos de masms de

10 afios de edad tenian calculos biliares y colecistitis crénica,

aungqus mencs de 10% presentaban signos atribuibles a tal
complicnciOn.zn Se ha recomendado esfectuar la colecistectomia a

pacientes con calculos biliares porque el peligro obera:orio no

parece mucho ¥y es dificil distinguir la ictericia por db!angi:is
Y calculos biliares. de la ictericia causada @ por la
drepanocitosis y la estasis hepatica. Las complicaciones que se

pPresentan alrededor de lo= procedimientos quirurgicos se
encuentran frecuentemente en pacientes con anemia falciforme. Se
han revisado pacientes con hemoglobinopatias, a quienes se les ha
afectuado colecistectomia de 1978 a 1991 para evaluar su manejo
perioperatorio y su resultado clinico. Veintidées nifios con
hemoglobinopatia falciforme mayor. sutrigronlqoleci;tactomia. por
colelitiasis msintomatica. Los 22 fueron tfané:undidou para lograr
una elevacion en sus niveles de hemoglopiﬁ@_an mas de 9 g/dL vy
una hemoglobina S menor al 37%. A 14 d;>é;195 se les practicod. de
manera preocperatoria e inmediata, uh~iné$rcambio eritrocitario.
La media de Hb anterior al intercambio Qn estos pacientes, fue de
8.1 g/dL. Su HDS media fue de 84%, A estos pacientes se les

colocd un catéter de aféresis bajo anestesia local seguido de un
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intercambio de células rojas. El volumen medio del paquete

globular intercambiado fue de 28.1 ml/kg. La HbS media demspués de

la transfusién fue de 21% y la Hb media fue de 10.6 g/dl. Otros 8

pacientes sufriercon transfusmiones secusnciales (3 después de un

intercambio por una crisis vasococlusiva pulmonar aguda). Estos

pacientes fuercon preparados sobre un intervalo de 2 a 8 semanas
previas a la operacion y recibieron un promedic de 26.9 ml de

paquete de glébulos rojos/kg. Siguiendo la transfusioén

sescuencial, la media de Hb fue de 11.8 g/dl y la HbS media fue de

19% eon el periodo de cirugia. Todos los pacientes recibieron un

antigeno extendido proporcional a la sangre recibida. Las

complicaciones de la transfusidén precoperatoria fueron menores, e

incluyeron reacciones febriles vy alérgicas y una flebhitis

superficial poco mevera inducida por el catecer.n-” Algunos

pacientes con anemia de eritrocitos falciformes presentan dolor

en a1 cuadrante superior derecho. hipersensibilidad, aumento

rapido L] intenso del volumen del higado. e incremento

considerable de la bilirrubina seérica de reaccion directa. En

tales pacientes quiza sea dificil decidir si lo que ha ocurrido

88 un atagque de hepatitis fulminante grave, posiblemente por

transfusiones, trombosis de vena hepAtica, © congestién hepatica

generalizada con eritrocitos semilunares.

En enero de 1993 sme reportd un caso de pancreatitis que

ocurrid como una complicacién de crisis vasooclusiva en un nifio

con anemia falciforme. Los autores consideran a esta complicacion

como una causa de dolor abdominal en nifios con enfermedades

multisistémicas, particularmente en aquellas que pueden causar

43




dafios en organos isquéemicos tal como ocurre en el caso de 1la
anemia falciforme .90

Mientras que el secuestro esplénice agudo vy el infarto
emplénico son observados comunmente en los infantes y en los
jovenes con anemia falciforme. estas alteraciones son raramente
observadas en adultos con hemoglobina S homocigota dado que el
infarto esplénico recurrente que tiene lugar durante la infancia
es tipicamente seguido por una cicatrizacién., atrofia y fibromis
esplénicas. Tanto el msecuestro espldénico agudo. como el infarto
esplénico tienen una permanencia relativamente comun en los=s
adultos con las otras hemoglobinopatias falciformes. Estos
opisodios son casi cliertamente una consecuencia de la
persistencia extendida y distendida del bazoc que frecusntementse
permanece presente en estas condiciones. Se ha referido el caso
de dos pacientes adultos con hemeglobina SC: uno de ellos
desarrolld =mecuestro esplénico agudo y el otro un infarto
esplénico. En ningun casmo hubo antecedentes de un viaje aéreo
reciente © de exposmicicon a la altitud., Dado que algunas veces
puede haber dificultad en la identificacién de estas formas de
manifestacion de alguna otra., ¥y debido a gque una falla en la
identificacion del secuestro esplénice agudo pueds ser
catastrofica. estas dos entidades deben ser incluidas en el
diagnostico diferencial para cualquier paciente con hemoglobina
SC que presente un inexplicable descensoc en su hemoglobina, dolor
en el cuadrante superior izquierdo, fiebre sin causa aparente, o

esplencmegalia sintomatica.?
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Aungque la presencia del cardcter drepanccitico no suele
acompafiarse de ninguna manifestaciéon patolégicu.“h'a.y‘ excepciones
importantes. La hematuria, que puede seAr'( per;iutente y muy
molemsta, me observa en pacientes con caracter’ dé{ﬁreﬁanoci:ouis.
Pacientes con caracter de células tal.cit‘c‘r.'m‘e’e"vo'la’nd.o~a grandes
alturas han sufrido infartos de bazo: otros | han muerto
bruscamente mientras estaban efectuando un‘ ‘ejercicioc fimico
agotador. En estos dos ultimos casos la anoxia, la deshidratacién
Yy la acidosis probablemente sean la causa de loa ataques.

La asplenia funcional, posiblemente a consecuencia de una
deaviacion del riego ael bazo por cortos circuitos
intravasculares, se ha sefialado en nifios con esplenomegalia; la
funcion easplénica se restablecio cuando las transfusiones
elevaron el numero de eritrocitos normales al 50%., probablemente

disminuyendo la viscoasidad de la sangre.

Un tercer tipo de *“crisis" dolorosas ems el mas complicado de
todos. El1l comienzo es Dbastante brusco ¥y puede ocurrir cuando un
paciente despierta por la mafiana ©¢ después de una =siesta por la
tarde. El1 atague suele empezZar con un dolor intenso en una o
ambas rodillas o piernas. Aumenta constantemente de gravedad y
extensidn, y muchas veces progresa hacia 1la espalda. abdomen.
ambos brazos, cuello y cabeza., El dolor puede afectar casi todo
@]l cuerpo en unos pPocos minutos o dJdespués de varias horas: en
ocasiones no progresa mas alla de una o varias extremidades a un
lado del cuerpo. En ocasiones las crisis son ligeras y s=olo

duran uno © dos dias: =sin embargo. es mas frecuente el dolor
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intenso y quiza no se alivie completamente con aspirina o
narcéticos. La frecuencia de estos atagques varia mucho:; a veces
en pocas semanas, otras veces al afilo, y en otros enfermos soélo
con intervalcos de varios aflos. Casi todos los pacientes insisten
en 1la brusquedad del comienzo del ataqus, Algunas crisis wvan
precedidas de infeccicnes respiratorias, picaduras de insectos.
fiebre., nerviosismo y otras indicacicnes divermas, pero a veces
el paciente se sisnte perfectamente bien y =2in realizar ninguna
actividad fatigesa, instantes antes de presentarse la crisis. No
siempre hay fiebre, los recuentos en sangre periférica 1)
conservan sin cambio ¥ el enfermc no manifiesta ciancosis, choque

ni insuficiencia vascular localizada.
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El ataque, especialmente el infarto cerebral. es la principal
causa de morbilidad y mortalidad en nifios con anemia celular
falciforme. La prevencion primaria a travées de una terapia de
transfusion puede ser factible =1 axiste un meadio para
identificar a los pacientes de alto riesgo. La ultrasonografia
Doppler transcraneal puede medir la wvelocidad de flujo en las
grandes arterias intracraneales. El estrechamiento Ade estas
arterias, lo que conduciria a un infarto cerebral, es
caracterizado por un incremento en la velocidaad de flujo
sanguineo. Usando ultrasoncgrafia Doppler transcraneal, =se ha
medido prospectivamente la velocidad de la sangre cerebral en
nifics Y adultos Jovenesz que presentaron anemia celular
falciforme. Los resultados fueron clasificados como normal o
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anormal en base a la velocidad maxima de flujo .en la ux;t:eria',

cerebral medijia. La velocidad anormal fue d.efin'idla ::iom‘ov‘un_tl‘ujo

mayor o igual a 170 cm/seg. una definicién: det‘eruii‘hadn por

analisis cuya meta era maximizar el :vélo

prueba. El punto final fue un clinicugnt

transcraneales en 190 pacientes con ane’m;ia
(edades de entre 3 a 18 afioms). Después d;
meses. #8e diagnosticeo infarto cerebral eh 7 pac enf.eé. CEn . 23
pacientes los resultados del ultrasonido tuer;n' anormales. y
normales en 167. Las caracterismsticas clinicas y‘henvmtoloq‘icas de
los dos grupos fueron similares. pero 6 de los 7 ataques
ocurrieron entre lom 23 pacientes cuyos resultados en al
ultrasonido fue anormal. En este grupo. el riesgo relativo de
ataque fue de 44 (con un intervalo de confianza de 93%, 5.5 a
346). La ultrasonografia transcraneal pueds identificar a nifios
con anemia celular falciforme gque tienen un alto riesgo de
infarto cerebral. Los ultrasonidos perioédicos y el uso selectivo
de terapia de transfusion podria ser un objetivo para lograr una
pPrevencidédn primaria de los ataques cerebrales 100

Se han rovisado estudios correspondientes al funcionamiento
neurocognocitivo de nifios en los que se ha diagnosticado anemia
falciforme, Y los hallazgos sugieren una deficiencia
neurocognocitiva difusa., con mucha variabilidad en estos sujetos:
mse ha concluido que jos problemas conductuales, bajo amor propio
(autoeatima) Y disturbios on la imagen corporal, son

caracteristicas frecuentes de estos nifios . Dentro de las
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recomendaciones sobre el apcyo sicolodgico para estos pacientes se

incluyen una educacién esmpecial temprana y 1la intervencion de

programas psicoscociales para nifios con anemia falciforme.d

Il NaEah o X B R—guay— Pl ¥ ] OF< D ImMmIL s

Es frecuente observar anocmalias vasculares conjuntivales

caracteriaticas,., consistentes en msegmentos capilares con forma 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 falciformes. El examen de fondo de o©ojo en pacientes

con anemia falc¢iforme © con caracter de drepanccitosis

puede
demostrar tortuosidad intensa b’ dilataciéon de los vasos
retinianos. Puede demscubrirse neovascularizacion v

microansurismas, estasis © trombosis de vascs y hemorragias de la

retina.102

La retinopatia en la célula falciforme., ha sido descrita desde

1930 y su investigacién ha =sido progresiva como parte de la

patofisioclogia de la enfermedad, msus efectos mobre el ojo y el

tratamiento conseguido. Se han identificado las etapas de 1la

enfermedad y se han establecido las modalidades del tratamiento

para cada etapa. Los= resultados de la investigaciédn y los casmos

reportados han side publicados en revistas médicas disponibles

para los médicos. De cualquier forma, no existen publicaciones

identificadas aplicadas al cuidado técnico requerido para

snfrentarse con esta enfermedad. Los cuidados oftalmicos podrian
=zer conocidos para la enfermedad de la célula falciforme vy
especificamente para la re:inopatie.“'n
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Actualmente, me sabes que existen problemas auditivos asociados
con la anemia falciforme. Se examind el sistema auditivo de 34
sujetos adultos con anemia falciforme usande técnicas de examen
audioméetrico estandar. Lom resultados del estudio indicaron que
los pacientes con anemia falciforme corren riesgo de una
disfuncion retrococlear ami como coClear del sistema auditivo.
Sin embargoe. no hay patrones audimétricos patognoménicoas de esta
anemia falciforme. Lo=a resultados indicaron que el estado
auditivo deberia ser cuidadosamente monitoreado en todos los
pacientes adultos con anemia falciformo. En otro eatudio
reciente, qQue involucro a 75 pacientes adultos con anemia
falciforme., se examined tambidén el estado auditivo de loa mismos.
En este estudio., 31 de loms sujetos (4l1%) fracasaron en la

investigacioén auditiva 53.36

I Nl ol oy F B P F_ ¢ sl X | == m =3

lLa anemia falciforme suele acompafiarse de sintomas o signo=
atribuibles a esqueleto y articulaciocnes,

Se ha seflalado osteomielitis de salmonella en cierto numero de
pacientes con anemia de células falciforme=. y se ha comprobado
una frecuencia elevada de esta ir}!eccibn en pacientes con la
enfermedad. Los pacientes con anemia falciforme =son mas
susceptibles a la osteomielitis y a la artritis séptica. que la

poblacidn que no la padece. Se realizd un estudio en 78 pacientes
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con estas condiciones de abril de " 1988 a marzo de 1991, 30

tuvieron anemia falciforme. 147 con’ rasgos falciformes y 34

tuvieron una electroforesis normal. La tibia, seguida por el
fémur y el humerc, fueron los huesocs ma= comunmente afectadosm. Yy

la rodilla fue 1la articulacison mas frecuentemente afectada. El

microorganismo mas comun en la osteomielitis y en la artritis

séptica en la anemia falciforme, fue la Salmonslla, mientras que

el estafilococo lo fue en loms pacientes normales y en aquellos

que presentaron rasgos falciformes. Los antibioticos especificos

para estos organismos., deben ser considerados en los pacientes

con anemia falciforme que presenten sospecha de osteocmielitis o

artritis soptica."-" Hay Dbacteremia y focos miltiples de

participacion, sobre todo en huesos largos. El pus puede

acumularse por debajo de la pisl o en las articulaciones después

de rotura espontanea de un absceso subpericostico a traveées del

periostio. El motivo del aumesnto de suceptibilidaad de locs

pacientes drepanocitémicos no esta claro: quizd intervenga el

hecho de gque 1os macréofagos tengan dimsminuida l1a capacidad de

fagocitar Y matar salmonellas a consecuencia de la

erjitrofagocitosis por las células reticuloendoteliales. Tambieén

puede tener importancia la isquemia © el infarto locales y 1la

atrofia esplénica acompafiada de asplenia funcional.

Las anomalias esqueléticas suele demostrarse asdlo con

radiogratfias: las manifestaciones mads comunes son la forma en

"cola de pescado* de los cuerpos vertebrales Y las ZzZonas

transparentes a rayos X de necrosis en estos u otros huesos. A

veces se observa el aspscto de “pelo cortado" del craneo, pero no
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frecuente. Otrasms anomalias que pueden demostrarse

paciente son cAlculos biliares.

radicolégicamente en algunos

infartos pulmonares b agrandamiento del corazén. En nifios

pequeficos son comunes las crisis de dactilitim., sobre todo en las

manos.

Desde hace tiempo se conoce ol infarto de médula osea,

aspecto necrotico del producto obtenido por

de embolias Pulmonares b

manifiemsto por el

aspiracisn, como posible fuente

cerebrales; mas reciesntemente me ha sospechado que eran causa de

crisis dolorosa.

I EaFaor F N N ey L - >
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la anemia falciforme e una
10 de 64 pacientes murieron

En lactantes enfermedad
particularmente grave. En un informe.
durante el primer afioc de vida:; las causas de la muerte fueron

neumonia. crisis, septicemia de meningococos, pseudomonas Y

salmonellas, y diarrea. La enfermedad se manifestd primero por

dactilitis, en particular de las manos. pero también de los pies,

eventualments con ancmalias radiologicas, crisis y sintomas no

especificos calificados de “crecimiento dific:‘.l“.l”-l”

farg et K _ 1 N7 1) X = Cat— X D rre s

La neumococcemia fulminante puede terminar en la muerte a las

pocas horas de iniciada. Pueden ser factores predisponentes una

Adeficiencia de la actividad sérica de opsonizacidn de neumococos
anemia

hubo

Y asplenia funcional que =e han observado en la
falciforme. En algunos de los=s nifios con msepticemia
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coagulacion intravascular. También se observd la muerte repentina
de nifios durante una crisis.

Recientemente mse ha descrito una causa de obstrucciédn nasal en
la anemia falciforme que no ha msido previamente tratada en la
literatura. lLa patofisioclogia es la misma que la del priapismo
dadas las similitudes en el arreglo vascular de l1os turbinatos y
el pene. Se consideran varias opciones de tratamiento. pero la
que mejor resultado ha dado es la reduccién quirurgica de los=

turbinatos (cornetes) inferiores.’
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HEMDGLOBINA C (HBC)

DESCRIEC T ON

Estructuralments., el defecto de la hemoglobina C se situa a

nivel de la sexta posicién del extremo amino terminal de la

cadena bheta. en donde el A4cido glutdamico es substituido por

lisina.103
La hemoglobina [o] se descubridé estudiando pacientes

diagnosticados de anemia drepanocitica atipica., pero luego se

comprobd que tenian la enfermedad de los globulos rojos

falciformes con hemoglobina C. La presencia de ambas. hemoglobina

C y hemoglobina S. se comprobd por electroforesis. En loms casos

publicados, la mayor parte de hemoglobina ha sido de tipo C, EIl
conocimiento concerniente a la hetercgeneidad de los eritrocitos
SS (homocigotos para el gen beta S) ha sido util para comprender

la patofisiologia de la anemia de las células falciformes, No

existe informacién equivalente para los eritrocitos heterocigotos

compuestos por los genes beta S y beta C (SC). Estos eritrocitos

son conocidos por ser mas densos que las célulasms sanguineas

normales y mas constantes que la mayoria de las células en la

mangre S3S. Analizando las caracteristicas de la heterogeneidad de

los eritrocitos SC 8e ha encontrado Qque: (1) Las cdé¢lulas SC

exhiben caracteristicas morfoldgicas inusuales., particularmente

la tendencia por poseer membrana “plegable* {(son comunes el

Plegamiento multiple, B desplegamiento Yy las formass

triangulares; (2) Los eritrocitos contienen cristales y algunos
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(calulas en forma

contienen agregados circulares de hemoglobina
sc

de bola de billar),. que son detectados en la’ sangre

con los rotxculocitos normalos.
fraccion de

(3) En contraste los

circulante;
principalmente en

cuales se encuentran
eritrocitos de baja dengidad. los reticuloci éncuen:ran
los erxtrcdif 4) Tante la

en la fraccién mas densa de
desoxigenacién como la smsubstitucion de CI B celular por NOz™

del cotranasporte K Cl)

condu:jeron a uns

(ambos inhibidores
un cambio muy

la traccion d.e' sa y u

moderada disminucidn de
tr‘acciones de baja

evidente de los reticulocitos a las

densidad.19.63
’ Las siguientes observaciones. =se
la D, E, K y L entre otras.

el ) heterocigoto puede

Uepylican también a otras=
hemoglobinas como El homocigoto
pPresenta un cuadro clinico grave: ser
© sufrir solamente una anemia leve.

son muy notableas las células en diana.

El diagnostico se

normal,

En o1 homocigoto,
fragilidad osmética e» menor.
Asi como en el

hemoglobinopatias mixtas,
102

Yy por

le tanto. la
establece por electroforesis. caso de otras
por

hemoglobinas, se han descrito

ejemplo una combinacion de HbC/HbLE., y HbC con talasemia.

La enfermecdad por hemoglobina C (HbC)., es un desorden poco

severo que ocurre predominantemente en perscnas de descendencia

africana, b'd os usualmente detectada durante rutinas de
investigacién. Estos pacientes son. frecuentemente.
asiendo

El pH intraeritrocitario se ve disminuido.

asintomaticos.
en la curva de

responsable de un cambio hacia 1la derecha
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disociacion de oxigeno. Los agregados intracelulares de
hemoglobina interfieren con la plasticidad celular y con su
capacidaa de filtracion, dando como consecuencia una
predisposicion a la fragmentacién, formacion de esferocitos y
secuestro eaplénico. No se requiere de una terapia especifica. EIl
estado heterocigoto de hemoglobina o4 on, clinicamente,
silencioso. Aproximadamente el 4% de los estadounidenses de

origen africano son heterocigotos.1?

COMPL TCACTONES
Il rr d e Cae X e et T L L =S

En un estudio que involucrd a 75 pacientes (en el gque se
estudio también a la hemoglobina 8) con anemia falciforme, se
examind también el estado auditive de los mismos. Al examinarse
el tipo de hemoglobina se encontréd que las persocnas con células
falciformes C tuvieron una mayor incidencia de dafio auditivo, no
obstante. todos los grupos de mujetos exhibieron una mayor
prevalencia de coeficientes que en la poblacién general.Cuando se
examind el tipo de hemoglobina se encontrd que las personas con
células falciformes C tuvieron una mayor incidencia de dafio
auditivo, no obstante, todos los grupos de sujetos exhibieron una
mayor prevalencia de coesficientes que eon la poblacién general.
Esto confirma la necesidad de implementar una rutina de
valoraciéon audioclégica que pueda ser incorporada dentro del

examen médico regular para adultos con anemia falciforme.35.38
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El bazo se encuentra dilatado en el 950% de los casos. Se ha
reportado la ruptura espontanea de este organo, sin embargo. su
funcidn no parece ser afectada de manera adversa. En este tipo de
pacientes, se ha observado que la frecuencia de colelitiasis se
ha incrementacdo. La anemia va de poco smsevera a moderada, con un
conteo de reticulocitos del 2 al 6%. Son frecuentes las células
blanco (como se menciond anteriormente), y =& han observado. en
los eritrocitos de sangre periférica. cristales de hemcaglc:l::i.x-m..u2

Loa caracteres clinicos de la enfermedad SC han sido descritos
por varios autores. El proceso es mucho mas leve que la anemia
drepanccitica, pero en algunos pacientes se preducen
periodicamente crisis importantes;: el embarazo puede acompafiarse
de complicacionea graves. En el adulteo el bazo suele estar
considerablemente aumentadc de volumen. en contraste con la
anemia de células falciformes, donde c¢asi siempre el bazo es
pequefic. La anemia suele mer ligera © de grade moderado. y los
valores de hematocrito y hemoglobina varian del 70 al 100% de los
normales, excepto durante la crisis. El numero de reticulocitos
es normal o algo elevado. En frotis de sangre del S0 al 100% cde
los eritrocitos son en diana ¥y contienen cristales de hemoglobina
eon pacientes esplenectomizados. Puede demostrarse la forma
semilunar en preparados humedos. La fragilidad osmdtica de los
eritrocitos estA Jdisminuida. El diagné¢stico se establece por
electroforesias;:; hay ambas hemoglobinas (S y C). Se ha sefialado
que la transfusién de recarga durante el ultimo trimestre del
embarazo era eficaz para disminuir las complicaciocnes.
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HEMOGLOBINA M (HbM)

En presencia de aire u oxigeno. la hemoglobina se

oxida
gradualmente a metahemoglobina.

En esta oxidacion.
1a variedad ferrosa (Fe%™)

f£1ijando un grupo hidroxilo.

el hierro del
Nem pasa de

a la férrica (Fe*'t*).

En tubo de ensayoc, la hemoglodina se

transforma en metahemoglobina por oxidantes como el ferrocianuro

de potasio, o mediante el tratamiento de los eritrocitos con
nitrito. En los globulos rojos del organismo,

las peroxidasas y
otros factores facilitan

la formacion de metahemoglobina, pero

existen cuatro sistemas reductores que combaten esta tendencia,

de modo que el contenido de metahemoglobina de la sangre normal

rara vez pasa del 0.5% de la hemoglobina total. Estos sistemas,
en orden de importancia. son la diaforasa de DPNH (73%)., el acicdo
ascorbico (12%) . ol glutation (9%) Y la diaforasa de TPNH
(&%) . 102.106

DESCRIPCZON

Como en el caso de otras hemoglobinopatias,

la hemoglobina M
difiere de la

hemoglobina normal por substitucion de un
aminoAdcido en las cadenas alfa o© bseta. En el caso particular de

la hemoglobina M, la substitucidén parece encontrarse

cerca del
hierro del grupo hem correspondiente, y ser capaz de reaccionar
con dicho hierro cuando este me oxida a la variedad férrica. Esto
impide la funcion normal de la diaforasa de DPNH para reducir 1la
metahemoglobina.

Ademas durante ia transformacion de
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metahemoglobina en cianometahemoglobina. la unién entre’la cadena

polipeptidica y el hierro debe romperse. En las variedades de HbM

con substitucioén en la cadena alta.r(!{b}t‘w;‘ !;Ibe.‘,.ry HbMiyte -

HbMy). la unién entre el nuevo aminOACido ;_paiﬂeca’, séx;' muy  fuerte,

Y en consecuencia la reaccién con cia‘nufo* e’ 1hcoi-npleta. muy

lenta, obteniéndose un espectro de:

‘“abmorcien’ anormal. de 1la
cianometahemoglobina. En el caso de las variedades HbM en. las
cuales la substitucion del aminocacido tiene lugar en las cadenas

beta., como en la HbMg e (HPMg) ¥y - la HbMgijuuree-1 - (HDMpy_3) - la

unién entre el aminocacido y el hierro férrico no es tan ';’:o'ténrg:"re

Y los espectros de las cianometahemoglobinas en la regidn ‘“daftlu
luz visible son normales . 102.103

L.a metahemoglobinemia es una enfermedad hereditaria dcrﬁinan F

Y los individuos afectados tienen cerca del 30 alrso‘x de

metahemoglobina, Los pacientes presentan una upari,eni:'ia :
ciandtica. aunque realmente no sean ciansdtices. Su color obscuro

es debido al color chocolate de la metahemoglobina circulante.

Usualmente tienen una eritrocitosis compensatoria. El diagnéstico

se realiza mediante la medicién de losm niveles de metahemoglobina

Y demoatrando la presencia de una hemoglobina anormal.,
normalmente por electroforesis. La enzima reductora de
metahemoglobina es normal en este sindrome. Usualmente no se

requiere tratamiento. 122

CECOMTIL, TCA ST OINES

Esta enfermecdad. ataca poer igual a ambos sexos, heredandose
como factor recesivo

autossémico. Los padres de los nifos
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aparentemente normales Y no sufren

arfectados son
metahemoglobinemia. eritrocitos la actividaad de h
diaforasa de DPNH es aproximadamente la mitad de lo normal. En _ 1

' -de

Puede presentarse como metahemoglobina:

pero en sus

los sujeto=s afectados,
20 a 50% de la hemoglobina total: pero son raros los sintomas. de
La ciancsis tiene un tinte gris chocolaté.'

casoz en  .los ‘que

anoxia. como ya ae -

habia mencionado antes. En lo= ekisﬁ:an‘ !
‘la"

la anormalidad. es frecliente’ qbue‘

antecedentes familiares de
condicidn se reconozca en el momento del parto. owpoc< despues de
A veces solo =e identifics en. la adelescencia o en- la ed.ad.

102

éste .

adulta.

Ha sido frecuente. el retra:o mental en: lo‘ as s fam;licres.

pero puede deberse a-.un detecto genet:co conccm.ﬂ:ante

enoxi a.102

55



OTRAS HEMOGLOBINAS ANORMALES

Carrell y Lehman han usado el término "“anemia hemolitica de
hemoglobina inestable para referirse a un grupo de sindromes
patologicos similares, cuyo cuadro c¢linico se caracteriza por
anemia hemolitica congénita, inclusiones en los qlébulda rojos
que =on cuerpos de Heinz tipicos. eliminacion d@ ’hun dipirrol de

tipo bilifuscina-mesobilifuscina en la orina."

y' 'ésplenomegal ia.
La hemoglobina es termolabil ¥y precipita cuand.o se- incuba un

hemolizado a 5S0°C durante una horas. En-un! tiempo; la mayor parte

de emtos trastornos probablemente se‘caca 'An. come anemia

hemolitica congénita con cuerpos de Heinz

Se han descrito mas de 20 hemoglobinas no'rmaleg de este tipo

(hemoglobinas Zurich. Colonia, Ginebra i:!ammersmith. Gun

Hill. Seattle, Olmsted, Santa Ana Y ot Eht'as hemcoglobinas

anormales tienen en comin una substitucién d.e aminoa:ido en la

region donde el hem se une a la g’loh:_ina. que - ‘e ha denominado la
“bolsa de hem". La estabilidaad fglati\)émence elevada de la
hemoglobina normal adepende de la intéraccion entre la molécula de
globina ¥ los grupos hem: la substic‘uéion de aminocdcidos a este
nivel hace que la molécula se vuelva "i'nestuble.

La anemia de estos pacientes suels seriligera. excepto s5i se
exponen a drogas oxidantes. Tal exposicion origina un episodio
hemolitico agudo similar al obmervado cuando hay deficiencia de
deshidrogenasa de 6—-fosfato de glucosa. El principal tratamiento

es evitar las drogas oxidantes, pero la. esplenectomia también ha
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sido Gtil para algunos de estos pacientes., La substitucién de
aminocAcido suele ser "silenciosa", por cuanto la movilidad
elsctroforédtica es normal Y debe procederse al analisis de
aminocAcidos para establecer 61 diagnédstico. De todas maneras.
pueds efectuarse un diagnostico de premsuncion al demostrar
hemoglobina termcolabil y cuerpos de Heinz en los glébulos rojos.

Se han publicado varias revisiones sobre hemoglobinasm inestables

y otras hemoglobinopatias .10

FHEMOGLOBIINAS D > G

La hemoglobina D se caracteriza por una anemia hemolitica poco
severa Yy una esplenomegalia que va de leve a moderada. El1 estado
heterocigoto es asociado con anormalidades que no son clinicas ni
hematoldgicas.

Se ha comprobado que la hemoglobina D es mas comin en personas
que no mon de raza negra en diversmas partes del mundo. peroc mas
frecuente en los negros que en los caucasicos en Estados Unidos.
Alll la frecuencia en personas de raza negra se ha sefialado que
era de 1:1000 y de 4:1000.

La enfermedad drepanocitica con hemoglobina D ha =sido objeto
de wvarios trabajos. Los pacientes que sufren este trastorno estan
normalmente desarrollados. muchas veces siguen asintomaticos
durante largo tiempo. ¥y pueden tener poca © ninguna anemia. La
concentracion de hemoglobina S puede variar entre 25 y 75% en

estos pacientes. Sufren crisis gue se parecen a episodios ligeros

de anemia drepanocitica.
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e Las propiedades electroforéticas y de solubilidad de la
hemoglobina G son mimilares a las de la hemoglobina ‘D, de tal
manera que generalmente no son diferenciadas. De laa .16, varinntes
que satisfacen los criterios de soludbilidad y electratcresis para

HbD o HbG, al menos S han sido reconocidas en gaociacioa con HbS.

Con una excepcion, los estado de doble hoteroc g

© HbG, son clinicamente silenciosos’ f HbS[DfPunjab se

manifiesta en =1 misma como una anemia péc

La HP Saint Nazarie (beta 103{G5]Phe ué encontrada en

cuatro familias francesas. sin relacian'aparentq éntre ellas. Los
cinco pacientes portadores de esta ﬁe'bdlabinoputia fueron
detectados debido a una moderada erii ci;oéié; La anormalided
estructural de la Hb Saint Nazarie (Hbs§‘ estdfrelccionadn con el
mismo residuc de la hemoglobina Heathrow‘(beta 103 [GS)Phe————Leu.
Un estudio funcional comparativo entre estas dos variantes,
demostraron que el incremento en la afinidad de oxigeno es mucho
menor en la Hbgy que en la hemoglobina de Heathrow. La
substitucion de fenilalanina en G5, la cual esta localizada
dentro del paquete del hem. por una leucina, anula diferentes
contactos entre el hem ¥y la globina y condujo a un medio ambiente
de este hem, con algunas similitudes respecto al obserwvado en la
mioglobina. En contraste, la substitucidén de GS por una
isoleucina., probablemente produzca modificaciones estructurales

menores. 109
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HEMOSILOBIINA ROTHSCHIILD
Otra hemoglobina

anormal
hemoglobina

descrita recientemente. en la
Rothschild (beta 37 Trp—--—-Arg) (Hop). Mediante
microspectrofotometria de absorcion polarizada. se ha investigado
ol comportamiento del oxigeno ligado a cristales de hemoglobina

Rothschild (beta 27 Trp————Arg)

en la esmtructura cuaternaria T.
Estos

cristalen cubiertos

fueron

con

soluciones de
polistilenglicol,

mismas que contienen krajas concentraciones de
ausencia de

afinidad por

sales. En

cloruroc., estos cristalesn tienen una
el oxigeno significantemente mas alta gque los

cristales de nhemoglebina A humana cudbierteos de manera similar,
aexhibiendo un coeficiente de Hill menox a 1.

No se presenta un
efecto Bohr en un pH entre 6 a 9. Hemos encontrado que el cloruro
disminuyse ia afinidad de oxigeno aen

lo= cristales de
hemoglobina de

la
Rothschild, un efecto gue estA ausente en los
cristales de HbA. Es cami un ﬁechb que esta dependencia de la

afinidad sobre el cloruro, esté amociada con los sitioms de unioén
del cloruro,

los cuales han sido localizados como 108 residuos de
arginina mutada. Ya que

el cloruro ligado parece disminuir 1la
afinidad al oxigeno de las cadenas alfa y beta,

=l enlace entrs
la ligadura de oxigeno y la disocciacion del

una cooperacion significante en el oxigeno ligado
cristales.!?

cloruro resulta en

a los=
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La Hemoglobina Questembert (HbQ) (alfa 131 [Hl‘ﬂSer——-—-Pro) - fue

encontrada en varios miembros de una familiea
de anemia congénita con cuerpos.

inestable fue expresada en losm eri

sanguinea periférica, en muy bajos. . ni

globina biosintética revelaron uha
de la cadena anormal y una proporcio

a la de los rasgos beta—talasemicos.

132{H13lval———=Gly) es otra varianf.e

una regién codificada por el tercer exou.fA’

mecanismo para el desequilibrio en la sinte:i
Puede estar relacicnado: 1) a un ,detecto, en [
cadena, 2) a un incremento en la proporciibn

cadena variante, seguido por la

marcadas desde la hemoglobinq' Ano uﬁa_

aparente supresién de la sintes L= de. a’una

Una mujer sueca de 38 afios. tue investigadu a causa de una

anemia poco severa. resistente a la.: terupia g térrica. Esta
enfermedad hemolitica poco severa. se encontrd en un examen
rutinario de sangre. Ni la HPLC (cuantificacion de HbA;.}. ni la

electroconvergencia de Hb revelaron ninguna (fraccion principal
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anormal, a pesar de que el examen in vitro de 1la inestabilidad de

la hemoglobina. 1ndicaron - las

inestable. La PCR

loa nuclesdtidos de este m:srinl revelo una hetrocigoai’a

una substitucion que corresponde a u varia

alfa 2 Dbeta 2 135([!—(13])\1&——-—?;—0.7 Esta -vu“vriante q{grqmenﬁ; i
inestable, denominada hemoglobina Altdorf, ha."‘::sid.'cv:‘ descrita con
anterioridad =6¢lo en una familia de deacehdgncia Vitiu)."i‘nnay., El
examen de 1los genes de beta-globina de 6 miembros de  la familia
se realizé por PCR seguido de un desdoblamiento especifico con la
enzima de restriccién Ban 1, ¥y se encontré la mutacidédn en dos de
los hijoms, pero no en sus padres o hermanos. Esta camso demostrd
que las variantes de la hemoglobina no pueden mser descartadas
como una causa de enfermedad hematolédgica., incluso =i los padres
carecen de sintomas y loas examenes ordinarios. tales como la HPLC
Y la eslectroforesis/electroconvergencia. no revelen mayores

anormalidades, 19

HEMOGSGLOBINAS DIVERSAS

La hemoglobina Memphis tiene glutamina ' en  lugar de acicdo
glutamico a nivel de la posicion vigesima f.e'rc"ara de la cadena
alfa. Los pacientes doblemente heterocigocoa para esta
hemoglobina y hemoglobina S8 no pueden Lq.ist_;inguirse del enfermo
mas frecuente con caradcter de drepanocit‘:‘osia; Sin embargo. cuando
se observa hemoglobina Memph{a :]uvnf.ov T con hemoglobina 'S

homocigatica, el cuadro clinico es mucho mads leve que el gque se
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observa de ordinario en la drepanocitosis. La anemia no es muy
diferente, pero las crisis doloromas son raras. Esto =ss ha
atribuido a una disminucién de la viscosidad por la substitucidn
on la cadena alfa. El cuadro electroforético es el de hemoglobina
SS: pe necesita un analisis de aminocadcidos para establecer el
diagnéstico.

Se han descrito doms hemoglobinas anormales que pProducen
hematies semilunares y emigran electroforédticamente como la
hemoglobina C. Tienen una substitucién de wvalina en lugar de
acide glutamico de la hemoglobina S. pero ademas. una sgegunda
msubstitucion de amincAcido en la cadena beta. En la hemoglobina
Harlem. la segunda substitucidn es aspargina en lugar de acido
aspartico en la posicién septuagésima tercera: en la hemoglobina
Georgetown la segunda substitucién no estA descubierta todavia.
Solo =e han observado pacientes heterocigotos con estas
hemoglobinopatias, No presentan enfermedad clinita manifiesta.
excepto los heterocigotos para hemoglobina Harlem que tiene un

defecto renal de concentracion.l®
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TALASEMIA
HEMOGLOBINA H y HEMOGLOBINA E

El término talasemia me refiere a la sintesis reducida de una
© mas de lams cadenas de hemoglobina. De este modo es un defecto
cuantitativo mas que cualitativo de 1la hemoglobina. Las cadenas
importantes en la vida pca:—dést'aciéna; son .las cadenas alfa vy
beta. ¥y lams talasemias en general scon clasificadas bajo el nombre
de a— o BS-talsmsemias, dependiendo de cual ae las cadenas esté
involucrada. En la Tabla 2 se muestran algunos genotipos comunes
que conducen a varios tipos de severidad clinica de talasemia.

Una clasificacion adicional usa las manifestaciones clinicas

como factor determinante. dando como resultado los términos de
Talasemia mayor, Talasemia intermoedia Y Ta oms menor.

dependiendo principalments Qe la saveridéd de la anemia.

Los cuadros clinico y patologico en las talasemias, dependen
de la severidad de la enfermedad. pero todas tienen
caracteristicas generales afines. sin tomar en cuenta el tipo de
etiologia gque las produjo. Una caracteriastica centful de la
enfermedad es la anemia hipécromicn microciti,c‘a. la cual es muy
similar a la deficiencia férrica. Tanto 'en:-la .talasemia como en
la deficiencia férrica. la falla en '.19'9151:0:15 adecuada de
hemoglobina —~aungque por ditorente:'i‘hzohesF causa este tipo de

fenotipo celular.
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TABLA 2. Algunos tipow de severidad clinica de talasemia. ==

Tipo ce saveridad clinica

Alelo Heterocigoto Homocigoto
Bata< Manor Mayar
Bata+Mewte Menor Mayar
Bata~-m - tean Menor Intermedia
Al Menor Letal
Alfa—tal Portador silencioso Menor
Hbcwrecere se-ire fPortador silencioso Manor

DESCRIPCION

La talasemia fue la primera hemoglobinopatia para la cual se
establecid con seguridad una relacién familiar, También se 1le
conoce comc anemia de Colley, leptocitosis hereditaria y anemia
mediterranea. Existen wvarios tipos biloquimicos ¥y dos entidades
clinicas principales. Esta enfermedad no es un cuadro unico, sino
que comprende un grupe de trastornos bioquimicamente parecidos,
ligados por una sintesis anormal de hemoglobina Yy una anemia
hipocroémica microcitica.

Los trastornoa bioquimicos mejor conocidos son

la talasemia
alfa, la beta, vy

la alfa-beta de

reciente descripcion:
nombres se refjieren a

estos
la formacioén anormal de
beta Yy alfa—beta,
sugerido el término Ade

lams cadenas
polipeptidicas alfa,

remspectivamente. Se ha
“talasemia mayor"

para indicar 1la forma
grave de la enfermedad, ¥y que corresponderia a 1a condicién
homocigota: o1 término “"talasemia menor" hara entonces referencia
a la forma mas leve. asiendo correspondiente al estado
heterocigoto.l0?
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Los sindromes talasémicos pusden considerarse resultado de un
defecto bioquimico en la sintesis de hemoglobina. No me ha
demostrado ninguna substitucién de amincacidos, y la hemoglobina
una vez formada., tiane estructura normal. La explicacioén de la
disminucion de la sintesis de hemoglobina en la talasemia no esta
muy clara;: probablemente incluya cierta alteracién del ARNm que
dirige la wsintesis de una cadena hemoglobinica especifica. La
delecion del gen correspondiente a las sintesis de cadenas alfa
puede ocasiocnar variedades graves de talasemia alfa.

Un defecto en la sintesis de las cadenas beta, es el tipo mas
frecuente de talasemia. Cuando el paciente hereda un gen anormal
de ambos progenitores y es homocigoto para el defecto, hay anemia
grave y talasemia mayor. Cuando el paciente es heterocigoto para
el defecto,., la anemia es ligera y el procesc se llama talasemia
menor (lo gque =me habia mencionadeo con anterioridad). Por motivos
todavia no aclarados, algunos pacientes homocigotos presentan un
cursoc mas ligero de lo corriente, y algunos de los heterocigotos
una evolucién mas grave de lo usual. De estos pacientes, se dice

que tienen una talasemia intermedia.l02.103.106

TALASEMIA MAYOR

En la talasemia mayor ., la falla en la sintesis de hemoglobina
es tan mevera Jque las células smson extremadamente hipocrémicas.
pero en adicion a algunas células cuyo inicio es microcitico.
existe, usualmente una extrema poiquilocitomis y anisocitosmis. La
médula osea ., obviamente, pPremsenta una extrema hiperplasia

eritroide. El fierro es abundante de manera constante en
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pacientes no transfundidos, 1o que es un importante diagnéstico
diferencial respecto de la deficiencia férrica. Como resultado de
una larga wvida con hiperplasia de méaula ¢mea, los huesos pueden
llegar a presentar una cierto numeroc de trabéeculas con
adelgazamiento wvertical en el examen de rayos X. Como resultado
de la sintesis de un tipo de cadena (por ejemplo., la cadena alfa)
¥ una inadecuada sintesis de otra (por ejemplo la cadena beta),
la cadena 1libre (en saste caso la cadena alfa) precipita dando
como resultado anticuerpos de inclusién, los cuales son mas
fAcilmente observados en pacientes esplenectomizados. Muchas de
las células parscen sufrir dafios. ¥ muchas de ellas parecen ser
destruidas en la médula Osea. Este proceso es 1 lamado
ericropovesis infectjivae Y es una caracteristica general de 1la
talasemia severa. En adicion, el periodo de vida de los=s
eritrocitos que son producidoa, me wve reducido. La naturaleza
exacta del dafio que causa la ericropoyesis infectiva vy la
recduccién de la vida media de los eritrocitos, no estan claros
todavia. La precipitacion del exceso de las cadenas de
hemoglobina y la excesiva unién de la hemogliobina a la superficie
del citoplasma de la membrana es, probablemente, la principal
causa del dafic, Es claro que algun tipo de stress, incrementa la
produccion de oxidantes. No es bien sabido si el dafio oxidativo
es el principal causante, pero en cualquier caso., las células
exhiben una gran variedad de ancrmalidades intracelulares y AJde
membrana.122 En la talasemia mayor., hay una disminuciéeon neta
de la sintesis de cadena beta Yy parece existir un aumento

compensador de hemoglobina F. que wva del 20 al 90%. La mayor
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parte de los pacientes con talasemia menor tienen una cantidad de

hemoglobina F normal o sdlo ligeramente aumentada. pero un

incremento notable de la hemoglobina Az del orden del 3 al 7%.

Unos pocos pacientes con talasmemia menor tienen aumentada la

hemoglobina F eon lugar de 1la As: sme piensa que esto sea una

variante.??

lL.a talasemia alfa homocigota no suele mser compatible con la

vida: el producto muere en el uterc o poco después de nacer, E1

estudio de la sangre de estom recién nacidos ha demostrado una

hemoglobina compuesta de cuatro cadenas gamma Jue sSe dencomina

hemoglobina de Bart. Esta hemcoglobina practicamente no tiene

efecto Bohr (disminucién en la afinidad de la hemoglobina para el

oxigeno cuando disminuys el pH de la sangre) y fija oxigenc en

forma casi irreversible con la tension de oxigenoc de lom tejides.
Los lactantes con caracter de talasemia alfa tamdbidn pueden tesner

pequefias cantidades de hemoglobina de Bart al nacer, pero

desaparece cuando cesa la sintesis de cadena gernma.m6

TALASEMIA INTERMEDIA

Come se indico anteriormente. la clasificacion de las

talasemias en categorias mayor. intermedia ¥y menor., esta basaca

en la severicdad de la enfermedad. Muchos gel.-xof_ipoa diferentes

pUueden producir talasemia intermedia.

El cuadro clinico en la talasemia intermedia es

considerablements menos mevero que en la talasemia mayor con
niveles tipicos de hemoglobina como sSe muestra en 1a tabla

adjunta. Los eritrocitos son hipocrémicos microciticos, pero los
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cambjos son menos severos, Yy =ss observan c¢élulas Dblanco. La
poiquilocitosis y la anisocitosis también es menos severa. La
médula ésea muestra una hiperplasia eritroide pococ severa, y el
fierro se encuentra presente, usualmente, en abundancia. Lows
cambios en el hueso no mon una parte prominente de la enfermedad,
dado que la hiperplasia de la médula Omea eos confinada.
principalmente., a los sitios normales destinados a la médula osea
activa. Es tipica una cierta eritropoyesis infectiva y la vida
media de los eritrocitos se ve reducida: de este modo, el simtema
reticulo endotelial oS hiperplasico, comunmente, con una
hepatosplenomegalia moderada.

El exceso de cadenas de hemoglobina también precipitan en esta
clame de enfermedacd, originando cuerpos de inclusién que aparecen
en pacientes esplenectomizados. Los eritrocitos sufren dafios
cxidatives y posiblemente otro tipo de dafios provocados por el
acortamiento de su vida media asi como por la misma eritropoyesis
infectiva. La colelitiasis es frecuente a causa de la hemdlisis.
La anemia. por si misma no o3 lo suficientemente severa como para
requerir transfusion.

Generalmente, los pacientes sobreviven hasta la etapa adulta y
pueden ¢tener una vida normal. La muerte prematura puede ser
originada por algunos tipos de procesos benignos de la talasemia
mayor. pero se presentan tipicamente en la sdad adulta.

Es la talasemia beata heterocigota la que manifiesta
interacciones con <otros tipos de hemoglobincpatias de cadena
beta. Estos heterocigotos dobles pueden sintetizar muy poca
hemoglobina A, producidndosa el cuadre clinico del homocigoto
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para la otra hemoglobina anormal. Esto es lo que ocurre en la
enfermedad drepanocitosis—talasemia, en la que casi toda la
hemoglobina puede estar formada por hemogleobinas S y F.122

Otra wvariante de la talasemia beta es= la hemoglobina Lepore.
que se manifiesta por anemia hipocrémica ligera y eritrocitos con
morfologia caracteristica de talasemia. En estas condiciones. no
2610 estd disminuida la sintesis de cadenas beta, hay también una
alteracidn estructural de dichas cadenas. La hemoglobina Lepore
se acompafia de disminucién de hemoglobina A, ligero aumento de
hemoglobina F. y una cantidad normal o disminuida de hemoglobina
Ap.103

Los pacientes heterocigotos para talasemia alfa présentan un
cuadro clinice similar al de la talasemia beta heterocigota, con
anemia hipocroémica microcitica ligera. acompafiada de
eritrocitosmis y poiquilocitosmism. Se diferencia de la talasemia
beta an cuanto a que no esata aumentada la produccién de
hemoglobin& Az o F dade que estd disminuida la produccion de
cadenas alfa contenidas en estas hemoglobinas. La talasemia alfa
no manifiesta interacciones con hemoglobinopatias de cadena beta,

como la HbS © la HbC, peroc =mi con hemoglobinopatias que afectan
la cadena alfa (HbI y Hba) . 118

TALASEMIA MENCR

Esta clame de talasemia prementa una anemia moderada del tipo
hipocromiceo microcitico. A menos que el pacisnte sea descubierto

come parte de un estudio familiar en el sea el individuo mas
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severamente afectado. la anemia s detectada de manera incidental

durante un contacto médico con otros propésitos.

En adicion a las moderadas anormalidades hipocrémicas

los eritrocitos de eatos pacientes exhiben una leve

microciticas.
células Dblanco. La médula odsea

poiquilocitosia y formacion de

presenta una moderada hiperplasia eritroide. La vida media de los

eritrocites puede verse levemente reducida, y puede detectarse un

Se pueden detectar cuerpos de inclusion derivados

bazo palpable.

las cadenas de globina en pacientes esplenectomizados. Puede

de
presentarse una eritropoyesis infectiva en grado moderado.

HEMOGLOBINA H (HDH)

La enfermedad de
que ocurre en familias

hemoglobina H (HDH) . o otra forma de

con talasemia alfa

talasemia alfa
de la

heterocigota. El cuadro clinico se parece muche al

talasemia intermedia. La hemoglobina H eata formada por un

totrdamero de cuatro cadenas beta y probablemente sea resultado de

un aumento en la sintesis de cadenas beta, mayor que de cadenas

alfa. con polimerizacion del exceso de cadenas beta para formar

Esta hemoglobina emigra mas rapidamente que la
almidén., ¥y puede

total. Como 1la

la hemoglobina H.
hemoglobina A en eslectroforesis de bloque Qe

10 a1 34% de la hemoglobina
la HbH tiene mucha afinidad por el oxigeno.
tejidos. La

corresponder del
hemoglobina de Bart.

lo que difrficulta propercionar
inestable Y susceptible
Heinz que pueden H

oxigeno a les
hemoglobina H o de oxidacion.
en voluminosos cuerpos de

precipitandose
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observarse con tincion supravital en frotis de sangre. =scobre todo
despues de la esplenectomia. Existen algunas pruebas dJde la
duplicacion del foco de la cadena alfa en el hombre., de manera
qus las variaciones en cuanto a la gravedad de la talasemia alfa
pedrian obedecer a la herencia de un numero variable también del
mismo gen para talasemia. amsi como al hecho de que genes
diferentes puedan ocasionar una enfermedad de gravedad
variable .10

La produccién de a—talasemia mayor =se debe tipicamente a una
condicién de doble heterocigoto, tal como una a—-talasemia 1/a—
talasemia 2. donde mdlo uno de los cuag’.ro genes alfa es
funcional. El cuadro clinico ¥y hematoldégico es similar al
descrito para la talasemia mayor. El diagnémtico especifico de la
ao-talasemia mayor se establece mediante el lakoratorio, con la
presencia de hemoglobina de Bart y hemoglobina H. Se encuentra
una pegquefla cantidad Qe HbA., tal vez un 25%. Si uno de los alelos
es una hemoglobina mutante del tipo talasémico, tal como la
hemoglobina de Constant Spring, podria estar presente también en
pequefias cantidades. Con una enfermedad de este grado de
meveridad, o1 paciente es normalmente transfusién—dependiente.
Dado que un alelc de a-—talasemia 1 se encuentra normalmente
pressnte on este sindrome, nuevaments os man comunmente
sncontrado en el sureste asiatico, aunqus se ven casos de manera
frecuente en poblacicnes mediterraneas .13

Aunque los sintomas clinicos de la talasemia son de tipo alfa
Yy beta, se ha desmscrito una disminucion en la sintesis de cadenas

gamma Yy delta, pero sin secuelas clinicas 103
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Se han identificado a 7 pacientes con enfermedad de HbDH como

homocigotes para una mutacion en el sitio de poliadenilacion
C(AATAA

AATAAG) . Y comparado sus datos hematolégicos con
agquellos de pacientes HbH que tienen otros tipos de determinantes
B-talasdmicos. Los 7 pacientes exhibiercon una anemia moderada con
microcitomsis e hipocromia siendo similar & lo observado en los
otros pacientes. En relacién con una heterocigosidad para esta
mutacion, los pacisntes estarian en la frontera de la
microcitosis y de la hipocromia =sin una ansmia significante. pero
con una baja proporcion de la sintesis in vitro de lams cadenas
alfa/beta. Los analisis de 1os componentes de la hemoglobina
identificaron bajos nivele= de HbA, y HbH., que fueron comparables
a aquellos encontrados en otros pacientes con enfermedad de HDbH:

@l nivel de la cadena zeta fue bajo (una media de 0.14%) .12

HEMOGLOBINA E (HDE)

Se considera a la hemoglobina E como una variante de
talasemia, por lo qus =6 le asocia. frecuentemente, a los
trastornos que esta ocasiona.¥

La enfermedad de la hemoglobina E se caracteriza por una
anemia microcitica normocrémica poco savera. con muchas células
blanco. En algunos sujetos se presenta esplenomegalia. Tanto la
fragilidad osmética como la vida media de los eritrocitos estan
di=minuidas. El estado heterocigoto es clinicamente silencioso !

Lams enfermedades de talasemia—hemoglobina Cc Y tnlaa‘;mViVa—

hemoglobina E son procesos clinica y hematologicamente similares.

En ambas hay esplenomegalia. ligera anemia hipocrdmica. celﬁla:r
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en diana., y aumento de resistencia a las soluciones m=salinas
hipotdnicas.

Se realizd un estudio en el que me colectaron muestras de sangre
con un porcentaje incrementado de células blanco de pacientes con
enfermedad hepatica. talasemia, homocigotes de hemoglobina E
(E/E) y casmoms no identificados. También se incluyercon en el
estudio. como controles. casos normales sin antecedentes cde
enfermedad hepAtica y con hemoglobina normal. Los pacientes con
enfermecdad hepatica. tuvieron un alto porcentaije de células
blanco con MCV normal, mientras gque los otros tres grupos también
tuvieron un incremento en el porcentaje de células blanco, pero
un MCV disminuido. La diferencia fue ma= obvia cuando se
compararon los casos de enfermedad hepatica vy los de HDbE
homocigdtica. Estoms dos grupos tuvieron porcentajes comparables
de cdélulas blanco (14.36 +/- 4.77 en enfermedad hepatica., ¥y
14.22 +/—- 1.%9 en HDLE homocigotical) y un grado comparable de
anemia (nivel de Hb en enfermedad hepatica = 11.19 +/~- 0.39. V¥
11.30 +/— 0.16 en hemoglobina homocigdtica HbE) pero demostraron
una significancia estadistica (p menor a 0.0001) entre MCV (79.66
+/— 2.18 fL en enfermedad hepatica, y 60.40 +/~ 0.75 fL en HDbE
homocigdtica). Es, por lo tanto., necesario discernir entre ambas

enfermedades .

Winichagoon b cols. ., estudiaron factores genéticos que
determinan la severidad de la anemia de la S-talasemia y de la
enfermedad producida por HBE, en 90 pacientes quienes tuvieron

niveles de hemoglobina, en estado constante, en un rango de 4.2 a
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12.6 g/dl. La co—-herencia de la a-talasemia 2 y la hemoglobina
Constant Spring. p.od.r'inn disminuir de manera significante la
severidad de la enfermedad. La herencia de un cromosoma 8-
talasemia con un sitio de divisién Xmn 1 en pomicién —1%8 del gen
de la globina G gamma el cual fue vinculado al haplotipo —+—++ O
++—++, se asmsocié con una anemia poco msevera. Fueron ‘necemarias
dos copias de estos alelos para preducir un efecto  clinicamente
mignificante. La expresién incrementada del gen de"ila‘globina G
gamma Yy la elevada produccioén de la hemoglobina F, 1la cual podria
reducir, de manera general, el deasguilibrio Qe la cadena de
globina, mse asociaron tambiéen con homocigotos para el sitio de
divisidon Xmn 1 y asi, con una anemia menos severa. Sin embargo.
este efecto no me observd en el mitio de divisioén Xmn 1 de los
heterocigotom. Si los efectos del pol_:‘.mcr!ismo del sitio Xmn 1.
la concentracion de HRF y la relacion G gamma/A gamma actuan
separadamente o a travées de mecanismes comunem en la reduccion de
la anemia, es algo que deberad ser comprohado.l“

Como se menciond anteriormente. las hemoglobinas E y Constant
Spring (CS) smson coneocidas por presentar efectos semejantes a los
de la talasemia. Realizando una investigacion sobre los cambios
fimicos en los eritrocitos. en estas dos anormalidades, para
poner en claro la diversidad de cambios eritrocitarios entre la
talasemia propiamente dicha y los rasgos talasémicos provocados
por hemoglobinas anormales (HbE, representante de la f-talasemia.
y HDCS. representante de la a—talasemia)., =e 1llevd a cabo un
estudio en el que se incluyeron 11 casos de HbCS homocigota
(CsS/C3). 7 sujetos HbE homocigotos (E/E} Y un caso doble
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heterocigoteo con HbCS y HbLE. lLos eritrocitos fuercon analizados en

analizador H*1. Los eritrocitos E/E tuvieron un mMCcVv

loms eritrocitoms CS/CS (p<0.001).

un

significativamente menor al de

La disminuciéon del MCV de los eritrocitos E/E fue atribuide a un

marcado incremento en el porcentaje de microcitos Yy a una

disminucién en el porcentaje de macrocites,
El grado de heterogeneidad en

importante comparados

con los de los eritrocitos CS/C3.
como indica la anchura de diastribucion de los

entre las dos hemoglobinas

el volumen celular.
erftrocitos. no fue tan diferente
anormales contenidas en loas eritrocitos, Tambien fue notorio que

los casos de CS/CS tuvieron un incremento mas significante en los

eritrocitos pequefios, que los cascos de E/E.

La baja concentracién de hemoglobina intraeritrocitaria de las

la de las células E/E, muestra lo

cédlulas CS/CS comparada con
(CHCM)

media de hemoglobina celular

siguiente: concentracison
(p<Q.001)., ¥

por ciento de eritrocitos hipercrédmicos
(HDW) (p=0.0367). Fueron

valores elevados para el MCH (p<0.001) y on el
(p<0.001) de las células

(p<0.001) .
anchura de distribucién de hemoglobina

encontrados

porcentaje de células hipocrdmicas

CS/CS. Los eritrocitos de ambos fenotipos tuvieron un decremento

significante en la deformabilidaa.l!$

COMPL I CA T OINELS
rTem s> Y Fapspg amc I Orre>= e Co < e it ==
Las manifestaciones cutdaneas més frecuentes de la enfermedad

son ulceram o cicatrices no dolorosas de extremidades inferiores,
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que pueden observarse en aproximadamente @l 75% de leos
adolescentes © acdultos que sufren la enfermedad. Las Ulceras son
raras en sujetos muy joévenes (nifios) .0 Estas lesmsiones. de bordes

suelen wser unicas,
multiples ¥y Dbilaterales. 100

netamente definidos, perc en ocasiones son

pacientes con A—talamsemia homocigota
© doble homocigota (62 con la forma mayor Yy 38 con la forma
intermedia) fueron examinados por signos de pmeudoxantoma
elastico (PXE). Se diagnosticaron lesiones en la pisl de 16
pacientes con cada una de las formas de la enfermedad basica. E1l
20% de todos lom pacientes tuvieron venas angioides (AS): ambas

lesiones se encontraron en ol 10% de los pacientes; 26% tuvieron

una o ambas de mestas manifestaciones. Se encontrd una correlacién
positiva entre la presencia de una o ambos tipos de lesiones y 1la
edad de los pacientes (P= 0.032). No existen diferencias para

tomar on conmsideracion la ferritina ni los niveles de

hematocrito. namero de

unidacdes transfundidas, terapia de

quelacion ¥y el esmtado esplénico entre loe pacientes en los que se
encontraron c¢on hallazgos de PXE/AS y aquellos gque no los tenian.

La patogénesis de estas manifestaciones del tejido conectivo en

tan elevacda frecuencia en la g-talagemia, no estaA

discuten las pesibilidades de
heredada,

clara: se

su existencia. contraida o

siendo esta ultima la interpretacidn mas aceptable.”

Ir?7am 7Y e Come X O rieR s CEamr— el B a =

Se han sefinalado varios tipos de anomalias cardiacas en una
proporcion que wvaria del 50 al 91%. El1 mésms corriente es un soplo

sistdlico o apical, en la mayor parte de los casos.

Aunque raros,
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se han seflalado soplos= mitrales, adrticos Y pulmonares
diastodlicos. El agrandamiento cardiaco. que suele afectar ambos
ventriculos, es comin y se ha atribuido a la anemia cronica. De
hecho., la falla por congestion cardiaca esm la causa mas comin de
muertes e&n jovenes con talasemia mayor.” En algunos pacientes se
desarrolla corazén pulmonar, probablemente en consecueancia de
infarto de los pulmones e hipertensién de 1la pequefia circulu»ciOn.
Se cbservan anocmalias electrocardiograrficas, como prelongacisn
del intervalo PR y cambics menores en segmentoa ST ¥y onda T, pgro

no son especificos.

Ir’m A Fewes Camcs X O e YeEr o s € X coam s ,
T aw rrwem I aw s > Empyo Ll ey A cCamsx

Lam manifestaciones mas frecuentes de choque son palidez
extrema., debilidad., letargia, taquicardia y piel fria ¥y humeda.
El smigno principal en la autopsia ha sido una intensa congestisén
de organos internos, especialmente higado y bazo, con eritrocitos
semilunares. El tratamjiento de 1o que =o ha 1llamado ‘''crisis de
secuestro esmsplénico'” consiste fundamentalmente en corregir 1la
hipovolemia por transfusiones de sangre. En 1991. =me describidé un
camo de crisis de secuestro esplénico fatal agudo en un paciente
con B—talasemia. Anteriorments, no se habila descritec un caso como
este .

En pacientes de mayocr edad puede observarse insuficiencia
renal crénica. La congestion glomerular y el agrandamiento en

fase temprana de la enfermedad. seguido de isquemia progresiva,
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fibroasis y obliteraciéon de lom glomérulos, se cree gque es la
causa de la disminucidédn progresiva de la' filtracidéon glomerular en
el curso del trastorno. La infeccién crénica con el virus de la
hepatitis C (HCV) y 1la sobrecarga de hierro son las causas
principales de la enfermedad crénica hepAtica en sujetos con 8-
talassmia homocigota. Se ha demostrado también, que la aplicacioédn
de x—interferon reduce la viremia y la necrcecinflamacién en
pacientes con hepatitis c.”

Dado que los pacientes con talasemia mayor dependen de
transfusiocnes. tienen particularmente un alto riesgo de contraer
una hepatitis post—transfusional. En 1993, 36 niffios transfusion—
dependientes (T—P) fueron estudiados para evidenciar la hepatitis
viral. De 23 pacientes con incremento. en sus niveles Ae
transaminasa, 17 tuvieron anticuerpos de citomegalovirus (CMV) vy
12 resultaron con anticuerpos de hepatitis viral [o] (HCV)
positivoms, 9 fuercn positivos tanto para CMV como para HCV. De 13
niflos con niveles normales de transaminasa. -] fueron CMV
pomitivos y 3 tuefon HCV positivos. Estos resultados demuestran
que el CMV puede smer una causa muy comun de hepatitis no—-A y no-—

B en los nifios talaseémicos T-p.H

Tam 17X FewnE Cacs X O e INED P~ X o= =

Dentro de las alteraciones del sistema nerviosoe central que se
han relacionado con procesos G-talasémicos, se encuentra la
compresién cronica del corddn espinal por hematopoyesis epidural
extramedular. Esto se detectd en un individuo de 27 afios de edad

con B-talasemia/HbE que =me presentd con signos y sintomas de
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compresién medular. En este pacientes., la imagen por resonancia

magnética nuclear demoatrd una constriccion del corddédn espinal y

atrofia del mismo sugiriendo gque este procesc patolégico fue

antiguo. En las imagenes transversales se observéd una elevada

intensidad dentro del cordén espinal que sugiere una mielomalacia

del cordén empinal postcompresiva o bien una gliosis.”-“

rTamrrrd o Camcec X e e O Cd I X ccans
La alfa+—talasemia homocigota (alfa—/alfa—-) mejora algunas de

las manifestaciones clinicas de la anemia falciforme homocigota

(Ss). pero sus efectos mobre las complicacicones retinianas

permanece deaconocida. Estas han sido valoradas mediante el

examen visual y por angiografia con fluoresceina. Loas resultados

indican que la alfa+-talasemia homocigota reduce la extsnsiéon del

cierre de los vasos periféericos de la retina. pero no tiene un

efecto aparente sobre la frecuencia de la retinopatia falciforme

ptoli!erativa.“-"

tacl N Aoy ¥ B Nl ar— el X O = &> ot =

En la talasemia mayor. el contenido mineral y la densidad osea

sufren una disminucién a nivel del sistema trabecular: esta

disminucién es del orden del 34% en el casc del contenido

mineral, y del 4% sn el casmso de la densidad dsea. También 1la

regién cortical se ve afectada con una disminucion de los

parametros anteriores siendo ésta del orden del 24% en el caso

del contenido mineral, y del 3% en el caso de la densidad ésea.

Como es evidente. los pacientes que sufren una frecuencia mayor
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de fracturas de miembros superiores, son aquellos cuya
disminucion osea ems mayor: esta disminucion me presenta de manera
mas constante en pacientes que reciben un numero
proporcionalmente menor de tranafusiones sanguineas y en los que
su tratamiento incluye la administracién de desferrioxiamina en
cortos periodos de tiempo .35

Entre los pacientes afectados con talasemia, existe una
elevada frecuencia de anormalidades osteopordticas. En un estudio
que involucrd a 72 pacientes con A-talasemia homocigota, a
quienes se examind clinica y radiolégicamente, se detectd una
elevada incidencia de cambios esqueléticos. incluyendo una alta
discrepancia en la longitua de los miembros {16.6%). una
desviacién axial de 1los miembros (8.3%). osteoporosis (2.7%) ¥y
osteopenia (235%). Estas lesiocones, =e supone que son causadas
principalmente por hiperplasia de la médula Sgea, la
hiperactividad de la misma médula gque proveca a su vez el
ensanchamiento del espacio medular y el consecuente incremento de
la presidén intramedular causante de la oataoporosis.“”‘

El dolor en las articulaciones es frecuente, pero el edema de
las mismas es raroc. Desde 1977, se han publicado wvarios reportes
concernientes al sistema locomotor implicados en la talasemia
menor. De manera general, el 52% de los pacientes .con talasemia
menor tiene dentro de su historial cldinico complicacicnes
variables en este sistema. siendo la artralgia el hallazgo mas
frecuente y las articulaciones principalmente involucradas son

manos (mufiscas) y hombros .4
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La hidropeasia de Bart, ea la forma mAs severa de la a-

talasemia. Un eastudioco hemodinamico de esta alteracicon demostrd

que los fetos tuvieron un estado circulatorio hiperdinamico y

fueron también mas acidoticosm, hipéxicos e hipercardicos que los

fetos normales. Los defectos moleculares mas comunes de la Hb de

Bart en la hidropesia fetal fue del
la hidropesia fetal por Hb de Bart y de

tipo supresion. El

diagnédéstico prenatal de
la HbH ha ®ido llevado a cabo umando muestras de vellosidades

coriénicas o de sangre fetal.¥

LRl B 4 lacl N B AR oy X B0 N pa—dor ¥ J

En los tltimoms 18 .afios se han observado 24 casos de

hipoparatiroidismo (HPT) en talasemia mayor. En el presente, 4.

de pacientes seguidos regularmente, tienen esta complicacion., E1L

HPT esta llamado a sSer principalmente la consecuencia de

depomsicion de fierro en las glandulas paratiroides. La edad de

los pacientes, cuando les fue diagnosticado el HPT. oscilaba en
un rango de 11 a 24 afiom (media de 16.5 afios)., Sus niveles de
(media

ferritina msérica cubrieron un rango de 810 a 15,200 ng/ml

de 3,772 ng/ml). La severidad del HPT fue muy variada. Sélo en 3

pacientes se presentd hipocalcemia severa con signos de tetania,

ataques o fallas cardiacas., El1 ataque de HPT fue precedido o

mseguido en la mayoria de los pacientes por otras complicaciones

cardiacas o endocrinas. No e ha encontrado una clara relacion

entre ol HPT y los niveles de ferritina sédrica en los pacientes,

sugiriendo cada uno de eollos una sensibilidad individual a 1la
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toxicidad férrica o dafio tempranc en la glandula paratiroides

antes de la quelacion, presentando una reducciodn en la sobrecarga

de hierro. Sin embargo., el diagnéstico de casos no recientes de

HPT., en los ultimos 3 afioms, coinciden con el gran me joramiento de

las terapias de quelacion sugiriendo que émta puede ser de gran
ayuda para la prevenciéen del desarrollc de HPT.®

Al parecer. también existe una relacién estrecha de la

talasemia con la caries dental y 1la gingivitis, 21 pacientes

pediatricos ceon talasemia mayor y 83 controles sancos (infantes)

fusron examinados por caries dental y gingivitias, Se colectaron.

de cada nifio, las secreciones estimuladas de la glandula
pardédtida. Se midid la proporcion del flujo de
parotida

saliva de la
Y las musstras de msaliva se estudiaron para determinar

calcio. foémsforo., potasio. urea, lisozima Y nivelen de

inmunoglobulinas (IgA. IgG e IgM). Los resultados demostraron que

lom casos de caries dental fueron significativamente mas altos en
el grupo de talasemia mayor. Las proporciones en el flujo de

maliva en loms pacientes con talasemia mayor no fueron muy

diferentes del grupo control. Sin embargo, las concentraciones

medias de saliva respecto al fomtforo e Igha fueron

significativamente mas bajas en los=s pacientes que on los

controles. La concentracion de lisozima fue también menor en el

grupo de talasemia ‘mayor. pero la diferencia no fue

estadisticamente significante. Los hallazgos podrian proporcionar

una explicacidn para las elevadas experiencia de caries dental y

gingivitis observadas en el grupo de talasemia mayor.”
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La necesidad imperiosa de recibir transfusiones sanguineas, de
los pacientes A—talasémicos dependientes transfumionales. causa a
aQ Vez. que estos estén expuesto a cualquier tipo de infecciodn
relacionada con la sangre. Tal es el caso de la infeccioén
producida por el HIV y el HILV. En un total de 1305 pacientes con
B—~talasemia, en 1990. se detectaron anticuerpos para HIV—-1, HIV-
2., HILV-1 y HYILV-1l1 en 2.76. 0, 0.23 ¥y 0.08% de lom pacientes.
respectivamente. E]l riesgo residual de una infeccién por HIV-1 en
una transfusion directa. después de la implementacion de 1la
busqueda de anti~-HIV-1 en sangre de donadores, fue de
aproximadamente 1:50,000 unicdades de sangre: esto basado en un
numero aproximado de 200,000 unidades de sangre administrados al

grupo de 1303 pacientes estudiados, de 1986 a 1990.9
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PRUEBAS DIAGNOSTICAS

En este capitulo., se trataran los métodos de diagnéstico mas
recientes, para la identificacién de las diversas hemoglobinas
anormales. Evidentemente. varios de estos métodos haran
referencia a las homcglobinepatiae maAs comunes, ya sea por su
frecuencia o bien por la importancia clinica que estas
representen.

En estos ultimos afios, el diagnéstico y 1a consideracioén de
ldas personas afectadas de enfermedades gendticas han
experimentado un cambio enorme. Hace algunas décadas. sélo podia
basarse en la interpretacion de los =sintomas para establecer un
diagnoastico. Frecuentemente, se trataba de la presencia de
células anormales, visibles en microscopia oéptica, De este modo.
se descubrido que individuos de raza negra afectados por episodiocs
agudos de ataques cardiacos poseian globulos rojos en forma de
hoz. Paralelamente a los progresos de la bioquimica. algunas de
estas enfermedades celulares pudieron eaxplicarse por la
existencia de anomalias en ciertas proteinas, Asi, los quimicos
L. Pauling y V. Ingram demcostraron en 1949 que la drepanocitosis
me debe a una forma de hemoglobina anormal (hemoglobina 8),.
incapaz de fijar correctamente el oxlgeno.1°4

Fuera del ambito netamente bioquimico. nos encontramos ahora
con diagnésticos basado en el empleo de técnicas genéticas que
nos permiten identificar ¥y diagnosticar de manera eficaz. rapida

y confiable, los desordenes moleculares gque sae traducen en
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enfermedades dificilmente

detectables mediante
ordinarias de laboratorio.

las técnicas

El diagnéstico de cualquier desorden sanguineo inicia con una
historia concisa y un examen médico completo. i

DREPANOCITOSIS CEHIHSS D)

En el paciente comun. c¢on anemia de células t'alcitomea.r la

hemoglotina ¥ el numero de globulos rojos estan diﬁqiiﬁﬁidéﬁ hasta
aproximadamente la mitad de los wvalores norrnaleﬁ

normocitica y normocroémica. a

menos

presencia de

células en diana: tambien eos frecuente. - presencia de
eritroblastos. Se han observado células "L!ragmehtadas Y otras
anomalias, como

suelen verse en 1a hemdlisis por

impacto en
pacientes con drepanocitosis y embolias pulmonares.

El numero de
12000 y 16000 por mm3:
entre 4000 a 69000
plaquetas suele ser normal
1x105 por mm3, 74

leucocitos suele hallarae entre

se han
sefialado wvalores por mm3. El numeroc de

pero nNno son raros valores mayores a

Se obmervan los signos de labhoratorio de proceso hemolitico,

trate de una

a
menos que L) fame aplasica. E1l numero de
reticulocitos suele ser mayor de 20%. La cantidad de bilirrubina

de reaccion indirecta en el suero estd aumentada.

pero no suele
exceder de 3 mg/100 ml,

a menoes de gue exista alguna complicacion
hepatobiliar. La excrecion diaria de urobilinédgeno fecal varia
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espontaneamente, y disminuye después de transfusiocones des sangre
completa. El hierro plasmatico es normal o esta aumentado, Y la
capacidad de fijacion del mismo es normal.

El examen dJde la médula Osea suele revelar Thiperplasia
oeritrocitica del tipo noermoblastico. acon';paﬂada de hiperplasia de
células mieloidea. En ocasiones, una hiperplasia prolongada de la
médula origina deficiencia de folato, gque puede manifestarse por
eritropoyesis del tipo megaloblastico. Durante una crisis
hipoplaaica se ha obsarvadoe aplasia aguda pasajer‘a de l1a meéedula.
Pueden observase formas semilunares de eritrocitos adultos y de
glébulos rojos nucleados con material obtenido de la meédula. Se
ven erjitrocitos filamentosocs largos mas frecuentemente en
preparaciones de médula que en las obtenidas de sangre
periferica.38

Existe un parametro interesante en lo Qque respecta a los
niveles de fosfatasa alcalina sérica, las iscenzimas de fosfatasa
alcalina y la excrecion de hidroxiprolina urinaria. La fosfatasa
alcalina total es significativamente slevada en pacientes jovenes
con anemia falciforme. En las pruebas de inactivacién por calor y
electroforeais de las iscenzimas, indican que es en 1 hueso
donde esta la isoesnzima predominante en los pacientes. La
excreciédn de hidroxiprolina os evidentemente mayor en los
pacientes con anemia falciforme que en los sujetos sanos y la
fomfatasa alcalina sérica total se relaciona de una manera
contundente con la excrecidn de hidroxiprolina urinaria en los
pacientes con anemia falciforme. Tanto la fosfatasa alcalina como
la hidroxiprolina se incrementaron con la edad en los pacientes
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con esta enfermedad. Lo anterior sugiere gque el retraso del
crecimiento y/0o 1la destruccién ¢sea pueden contribuir a los
niveles elevados de la fosfatasa alcalina y de la hidroxiprolina
urinaria.>?

En pacientes cuyos glébulos rojos adoptan forma semilunar la
velocidad de sedimentacién no estA tan aumentada como s;.xele
ocurrir en pacientes con un grado similar de anemia. La estasis
prolongada de la sangre venosa disminuye la velocidad de
sedimentacioén porgque se produce deformacion falciforme.

Los eritrocitos de 1la anemia drepanocitica son anormalmente
resistentes a las soluciones salinas hipotédnicas. En una serie,
el valor medio para iniciar la hemolismsim era de 0.35%, y para
completarla de 0.22%. Algunos de los globulos no se hemolisaban
on agua destilada. La fragilidad mecanica de los gldbulcs es
normal cuando tiene forma discoide, perc aumenta msi se produce
deformacién semilunar por expeosicion al anhidrido carbénico.

El fendtmeno caracteristico de la adeopcién de forma semilunar
puede demostrarse en preparaciones humedas con cubreobjetos bien
cerrados., segun la técnica de Emmel. Los inconvenientes dsl
método de cubreobjestos smon el tiempo necesario para gque ocurra el
cambioco de forma que se vuelve semilunar, incluso en pacientes con
anemia drepanocitica, y la observacién de resultados negativos
falsos. Se han descrito por 1o menos otras 14 pruebas dgue
producen formas semilunares. De acuerdo a la experiencia, resulta
satisfactorio el método del metabisulfito sdédico.

También es ucil el método de la electroforesis de la

hemoglobina para distinguir muchos pacientes con anemia
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drepanccitica de los que tienen simplemente el caracter

falciforme combinado con alguna otra anemia independiente., y de

los pacientes que son heterocigotos para doa Themoglobinas

anormales. Es fundamental recurrir a la electroforesis durante el

estudio de los pacientes en quienes las pruebas preliminares, por

ejemplo la pPrueba Sickledex, basadas en la ancmalias de

solubilidad de la hemoglobina S dieron resultados anormales.

No suele haber dificultad para establecer el diagnéostico de

anemia drepanccitica sl se piensa en ella. Una prueba positiva de

adopcion de forma semilunar indica que el paciente tiene el

caracter heterocigoto -} sufre anemia drepanoccitica. La

demostracion de la aparicien de células falciformes en  un

paciente andmico no establece el diagnéstico d;

drepanocitica, porque el caracter falciforme

pacientes de raza negra que pueden sufrir anemia‘

otra causa. Cabe efectuar un diagnostico equivoc
drepanocitica en pacientes que tienen el caracte

han perdido sangre en forma crénica o sufren anemi

‘pernjéiosa. a

menos que se lleven a cabo los estudios adecuados.

élipac!énta
no ha recibido transfusiones en fecha reciente, el A£;gn¢§tico de
anemia drepancocitica casi siempre puede establecerass o excluirse
por electroforesis de la hemoglobina. El1 descubrimiento de una
anemia relativamente leve acompafiada de prueba positiva de
aparicison de formas semilunares en un paciente que tiene
esplenomegalia intensa debe hacer sospechar que sufre una

combinacion de caracter semilunar y otra ancmalia hemoglobinica,
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como hemoglobina c. mas que anemia drepanociiica. La
electroforesis de la hemoglobina constituye el método mas util
para distinguir la anemia drepanccitica de la enfermedad
semilunar por hemoglobina C y otros trastornos que dependen de 1la
existencia simultanea de hemcglobina semilunar con otra
hemoglobina anormal. Cuando se produce la substitucién del
segundo aminocAcido de la hemoglobina Memphis Junto con la
presencia de hemoglobina S homocigédtica, hay una mejoria de la

viscomsidad de la sangre drepanocitica, de manera que las crisis

dolorosas son raras, Es necesario el anaAlisis de los aminocadcidos

pPara establecer ol diagnéstico, pues la imagen electrotcratiba es

la de una hemoglobina S homocigédtica.

S84 no se piensa en un diagnostico de drepunocitoéis. la
enfermedad puede considerarse erroéneamente fiebre reumAtica
cuando un paciente sufre anemia, molesatias articulares, fiebre.,

agrandamiento cardiaco y soplos en el corazén. La ausencia de

dolores intensos, hinchazén L] hipersensibilidad de las
articulaciones, que m=uelen observarse en la fiebre reumatica,
pueds ayudar a distinguir estas dos enfermedades. En otros

pacientes con signos de proceso intrabdominal agudo. puede ser
dificil establecer el diagnostico adecuado porque enfermos con
anemia drepanocitica a veces sufren urgencias quirurgicas como
cualguier otra persona, pero cambién desarrollan signos de
enfermedad intraddominal aguda a consecuencia de la asimple anemia
falciforme. Hay que tener pressntes ambas posidbilidades cuando se

ve al paciente: la decisién se establecerd fundédndose en los
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signos del momento. La anemia de células falciformes debe
diferenciarse de otras enfermedades gue causan uGtlcera de las
extremidades, Yy de las qua producen sintomas Yy signos de
participacien del sistema nerviosos central. La drepanocitosis se
ha confundido con artritis reumatoide, osteomielitis,
poliomielitis, meningitis. accidentes vasculares cerebrales,

hepatitis ¥y otros procesos.

TAILLASEMIA MAYOR
La talasemia mayor se caracteriza por anemia de tipo
microcitico hipocrémico, Suele ser intensa., pero el npumero Jdes
eritrocitos pusde wvariar entre 1 ¥y 4 millones por mm3, E1 vCM
suele ser menor de 60 a 70 milimicras cubicas, La CCMH no es tan
intensa como la disminucién de la HCM. Puede disminuir la
fragilidaad osmotica de los globulos .rojoa. Comparando la
fragilicdad osmoética con la inclusion marcada de HbH modificada.
me asncontrd¢ que ésta ultima prueba fue superior con un 100% de
sensibilidad en la deteccion de a—l1—-talasemia heterocigotica, y
fue, ademas, especifica como un examen confirmatorio de
talasemia. Los indices eoritrocitarios s=on. min embargo. las
herramientas de busqueda basicas y pueden ser usados junto con la
inclusion marcada de HbH modificada. La fragilidad osmética no es
mejor gqgue los indices eritrocitarios y tampoco es una prueba
confirmatoria . l4
Suelen observarse, en la talasemia mayor. otros caracteres
comunes a casi todas las anemias hemoliticas: aumento de la
bilirrubina de reaccion jndirecta del suero y de urobilindégenoc en
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heces y orina. incremento del hierro ferrico y disminucion de la
capacidad latente de fijacion de hierro. Ademas. los eritrocitos
mon anormalmente resistentes a la heme¢lisias en solucion salina
hipoténica;:; la hemdlisis puede no smer completa en =olucién al
0.2% o incluso en agua destilada.

Uno de 1os caracteres hematologicos tipicos de la talasemia es
la presencia de grandes cantidade=s de hemoglobina F. Esta
hemoglobina conastituye del 35S0 a mas del 90% de la total en
algunos pacisntes con talasemia mayor. La presencia de
hemeglobina Ay. generalmente en cantidades aumentadas, se observa
en casi todos los pacientes con talasemia menor al efectuar
electroforesis de hemoglcobina sobrs laminas de algododn. Algunos
pacientes presentan cantidades normales de hemoglobina A5 con
aumento de la hemoglobina F: una proporc¢ion todavia menor de
pacientes muestra aumento de las dos variedades.

El aspecto del enfermo tipico de talasemia mayor puede hacer
sospechar el diagnostico. No suele ser Adificil por la evidente
hepatosplenocmegalia, la anisopoiquilocitosis, células en diana y
normoblastos en lom frotis sanguineos, signos de hemdlisis y
presencia de cantidades aumentadas de hemoglobina F.

Aungque el diagnédstico de talasemia mayor raramente resulta
dificil., no siempre es facil distinguir las !orm9s mas ligeras de
talasemia de otros tipom de anemia hemolitica y de diversas
hemoglobinopatias. La aparicién de microcitosis hipocrémica (con
anemia © =:in ella), célulasms en diana., glédbulos rojos nucleados y
hematies punteados en sangre periférica de una persona Jjoven con

nepatosplenomegalia hara sospechar el diagnéstico. En otros
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momentos. el problema pueds plantearlo una anemia microcitica
hipocromica que deba distinguirse de una ferropenia. En  casos
dudosos, es muy util la determinacion de la concentracion. sérica

de hierro (baja en la ferropenia y normal o alta en la ﬁalasemia)

© la estimacién de las reservas de hierrc en la medula“ émea:

Hallar policitemia microcitica a veces constituyé 1 ﬁ;inie}a

indicacién de talamsemia. De hecho. las dos CAUSGS"b

la anemia microcitica hipocrémica son la deficienc

combinacion de 1los Iindices eritrocitarios ;c”i.'A‘a‘iVi:os‘
usados para diferenciar entre una anemia’ y . un y

diversos grados de precisién. Se dispono,ahoi—a

indices, gracias a los medernos contadores

amplitud de 1la distribucién de los - eritrocitos

distribucidn de la concentracién < de Heﬁédidbin

andlisis discriminantes =ugieren‘qué? RBC

l
H
i
i

contribuysn significativamente af_l; ‘diférgnciéci¢n,»

anemia por deficiencia de hie;fo
donadores sanos come en puéiéﬁﬁe?thoépi‘taliéndoé;r En el
discriminatorio, truhujos‘ previos‘ han pasud.o' pvox; "axt‘:o, vlu
heterogeneidad de la anemia entre los diferentes grupos ahemicoé.‘ )
asi como las diferencias bioloégicas en el voxumenjbmadio

corpuscular (MCV) y la hemoglobina media corpuscular (MCH) entre ,f
los sujetos con alfa Yy beta talasemia, Se ha probado que la
diferenciacién entre la deficiencia de hierro y la talasemia por
andlisis discriminantes. es clinicamente confiable y se wve poco
afectada por 1la severidad de la anemia. La selecciéon de los
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indices eritrocitarios que contridbuyen a la discriminacion de 1la

anemia microcitica hipocrémica. estuvieron busad.os

consideraciones bioldégicas y estadisticas.ld En 113 ind.ivid.uoa

identificaron 18 mutaciones difereontes ccrrelacionades e cbn :

valores de volumen corpuscular medio y. estudiaticamente,,lés

valores de MCV de estos individuos se encontraron dantro'd.e'un"'
rango muy amplio (56.3 a 87.3 £1)). En camsi todos los. casoa. losv

portadores de grado de mutacion beta tuvieron un MCV por ,abu’jq‘de'

67 £1, mientras que apenas unos pocos heterocigotos"betn?
tuvieron MCVs cerca de este limite. La media de MCV de portadores
de grado beta fue, estadiasticamente, mas balijo que la de
heterocigotos beta~+. Las diversas mutacicnes beta+ fueron
asociadas con diferencias significantes en los valores medios de
MCV. Por el contrario, todas las mutaciones que no eran de grado
beta tuvieron virtualmente rangos idénticos de MCV. lLos
resul tados indican que el grado de reduccion en MCV esta
directamente relacicnado con 1la severidad de la mutacién. Las
desviaciones, en 4 casos, fueron asociadas con rearreglos comunes
del gen alfa, mientras que en otros 3 casos, el MCV de
heterocigotosn B-talasémicos es un parametro valorable en
estrategias de planificacién para una rapida identificacién de
mutaciones en poblaciones con una gran diversidad mutacional.
Este uso puede ser particularmente wventajomso en e1 marco del
diagnéestico prenatal. El1 patrén de los wvalores de la MCH fue
similar al patréen de MCV. Sin embargo. los resultados sugieren
que la MCH puede ser prioritaria para realizar una deteccién en
una poblacién de investigacibn.“
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Se ha planteado una funcion discriminante entre los genotipos
para hemoglobina H y para hemoglobina H/SC., Esta funcion refiere
la relacién entre el porcentaje de hipocromia y el porcentaje de
microcitos (Hipo/Micro). En este planteamiento, se determinarcen
el volumen eritrocitario vy la concentracién de Hb en los=s
eritrocitos individuales de 62 pacientes con enfermedad de HDbH
(37 con genotipo H <a—-talasemia 1/c—~talasemia 2> y 25 con
genotipo H/SC <Ka—talasemia 1/Hb de Constant Spring>): las=
determinaciones fueron realizadas en un analizador celular del
tipo H*1. Los 25 casos con genotipo H/SC, el méas severo, tuvieron
microcitos (volumen menor a 60 f1l1) menor al 35%, e hipocromie
(concentracidon de Hb menor a 28 g/dl) mayor al 35%. El 76% de los=
pacientes (H/SC) tuvo una Hipo/Micro mayor a 2.5, mientras que en
lom pacientes con HbH (82%) fue menor de 2.5. El histograma del
volumen eritrocitarioc fue también notablemente diferente entre
loa dos genotipos: ol H/SC tuve un pico maximo entre 60 y 90 f£l.
mientras que el genotipo H presentd un pico muy cerrado en 60 f£1,
indicando un mayor grado de microcitosis. El incremento de 1la
hipocromia con una ligera disminucion en ei tamafioc celular de los
erjitrocitos H/SC., sugisesren que el pobre grado de
hemoglobinizacién no estuvo vinculado o poco tuvo que ver en los
disturbios de 1la sintesis de proteinas de membrana y en su

montaje sobre la membrana plasmatica.“

Es importante comprender la patofisiologia de las talasemias
humanas severas representadas por la f-talasemia intermedia y la
HbH (x-talasemia). Se ha demostrado previamente que las

o8



propiedades de los materiales del

diferentes en la - y B—talamemia.

eritrocite y su membrana mon

¥y se ha demoscrado tarnbien que

emsta diferencia es probablemente causada por l.a acu.mulac!bn de

cadenas de a—globina en el citoesquoleto do
mientras que las cadenas de B—glob;na
citoesqueleto en el camo de la a-talasemia.

en la A-~talasemia, algunas de aestas cnd.e'nl"s" de glohid

hay evidencia similar en la oxidacién de p

talasemia. en tanto que la B—espectrinn"pa

oxidacion en la a-talasemia.

de que la asmociacion de la cxidncién;

globina con el citoesqueleto conllevaiau

proteinas esqueldticas adyacentes.

respscto a la conocida importancia de esta

conmservacion de la estabilidad de la membrana. una propiedad quo'

La- anoma l. idad.

es anormal en lam membranas S-talaseémicas.5?

También recientemente, =e ha

desarrollado un ’aniicuerpo

monoclonal murino (mAb) especifico para la cadena;delta'do la

hemoglobina Az. que no ocasiona reaccidn cruzada con las cadenas

alfa, beta o gamma. El mAb reacciona cen la hemoglobina P-Nilotic

(hibrida beta delta). pero no con

delta beta) indicando un "spitope"

la Hb/Lepore—Boston (hibrida

acorde con las posiciones 116

(Arg) ¥y 117 (Asn) o 125 (Gln) y 126 (Met) de la cadena delta.

Usando este anticuerpo. se establecid una prusba de ELISA rapida
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Y simple para la deteccidn y cuantificacién de HbA, en adulto.

cordén Yy hemolisados fetales, Eut‘.a

técnica 'supone  una valiosa

adicién a loa meétodos corrientaa paru B~

talasemia basados en 1la cuuntiticncioh d.o HDbA

Como ya se menciond nnteriome
sangre periférica muestran grado
anisocitosis vy policromato!ilia. 1
o hipocrémicos. Hay muchos hematioé

eritroblastos, gue casi invnrieble

observan en gran numero, inclusc. mayor que ol de los leucocitos.
Suele haber reticulocitosis, acompuﬂada de hiperplasia

normoblastica de la médula d¢mea. El numero de leucocitos varia

entre 10,000 y 235,000 por mm3; a veces aparecen formas no maduras

en la sangre periférica; el numero de plnquétas suele ser normal.

TAI_ASEMIA MEINOR

En talasemia menor el numerc de globulos rojos suele ser
normal © esta aumentado, a pesar de que la hemoglobina y el
hematocrito se hallan disminuidos. lL.os pacientes con B-talasemia
menor heterocigota tienen un decremento en el hematocrito (Hto).
Ya que el Hto es un determinante primario de la wviscosidad de la
sangre total, la conocida reduccién de estes parametro en la 38—
talasemia menor podria conducir a una reducciéon medible de la
viscosidad de la smangre total. La influencia del relativamente
bajo wvolumen medioc corpuscular ¥y la consecuente elevacién en. la
cuenta de eritrocitos y la fA-talasemia menor sobre la viscos"id.ad

de la sangre total usando un viscometro microporoso. no ha. sido
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previamente objetoc de investigacidén, Dado la anterier. la sangre
de un grupo de sujetos normale: Yy con BA-~talasemia menor fue
examinada con un viscémetro microporoso pa.x—u' elucidar
posteriorments las relaciones entre ' la viscomidad de sangre
total. el Hto y la.cuenta de eritrocitos. Los datos muestran que
para los sujetos normales y con fS-talasemia menor. existe una
correlacién pomitiva (r = 0.65, p menor a 0.01) entre el Hto ¥y la
viacosidad de la sangre total., Sin embargo, la pendiente de la
regresicen de la sangre total y del Hto de los =sujetes con B/—
talasemia menor. fue significativamente mas alta que la de los i
sujetos normales (z -~ 3.14, p menoxr a 0.001). De este modo. pu'r:ysr.

cualquier Hto dado, la viscosidaad de ia sangre ' ) total

correspondiente fue mas alta que los normales. Los eacudios d
relacion del contec de eritrocites con la viacoaidad de la sangrev'

total, indican que la elevada viscosidad a un Hto dad.o estuvor

relacionada a la cuenta de los eritrocitos en los su.jetes co
talasemia menor. A causa de las interacciones contrarias d.el Hr.o
Yy de la cuenta de eritrocitos, la viscosidad media de la sangre
total del grupo de sujetos con A-talasemia menor examinado no fue
significativamente mas baja que la de 1los sujetos normales.?3

En algunos de tales casos puede haber reticulocitosis con
hiperbilirrubinemia ligera. En el frotis de msangre periférica son
manifiestas las células en diana: existen aniaocitosis,
poiquilocitosis, policromatofilia ¥y hematies 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 osmotica en un sélo

tubo de ensaye de los oritrcci:os se ‘realizd, .en . un estudio, a

sujetos divididos en cuatro grupcsz

111y
hierro: y (iv) otras hemogloﬁin;:pugigs

de rasgos A-talasémicos probadpzv

deteccion de 103/110 suijetos

que el de la prueba neg’ativa'~yqtqe~de S ]
fue positiva en 9/17 sujetos: ‘con’ HbS 3/3bsujetos con HbD y en

1/1 sujetos con HbE. La prueba demo:tro ser =imple.

economica.
facil de realizar y adaptable para el campo de !.a ix'xvest:ig’a::icm.1

En la talasemia la permeabilidad del cation en el eritrocito
se ve incrementada, pero el incrementeo del bombeo del :catién

dependiente de ATP-asa mantiene una concentracion normal’ de CA*"‘f.

Na** y K'. Investigando las concentraciones eritrocitarias de-

Mg** en B-talasemia heterocigoética ¥y en anemia sideropédi#&
microcitica, fueron estudiados 25 controles
heterocigotos B-talaséemicos Y 25 pacientes
mideropénica. E1 Mg*t eritrocitario mse ensayé mediante absorcion

atémica © por meétodos estandar de laboratorio.le Mg"‘*‘tu.e

significativamente menor en el g‘rupo i d.e‘ : R B—ta.laaemin : en

comparacieon con los otros dos g’ruppa P - menor a 0 001). 21
magnesio sérico fue oatensiblemen:o"r}nenor en, los pacientes con

anemia sideropénica con respecto a 1o=. 'pn,ciAentara B—tdla:ém{co& v

& los controles (p menor a 0.01). m{e'ntras que estos ultimos dos
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grupos presentaron valores similares. Estos resultados sugieren
que el incremento en el bombeo del catidn dependiente de ATP-asa
no es suficiente para mantener las concentraciones eritrocitarias
normales de Mgttt en la p-talasemia heterocigota. En la anemia
msideropénica la permeadbilidad del cation no se ve incrementada.
por lo tanto el Mg**T eritrocitaric es normal. Los bajos niveles
séricos de MgT™* en la anemia sideropénica podria ser explicada

por un déficit primario de Mg*'T asociado con la siderocpenia
misma.4

Tante la demeostracion de un aumento on la resistencia de los
eritrocitos a las soluciones salinas hipotdénicas. como la de un
aumento de hemoglobina Ax por electroforesis, confirman el
diagnostico de talasemia. Puede sexr dificil reconocer la
presencia del gen de talasemia en pacientem que sufren alguna
otra hemoglobinopatia hereditaria. Por ejemplo. una persona
heterocigota para hemoglobina s Y para f-talamemia puede
clinicamente sufrir anemia de células falciformes ¥y presentar en
la electroforesis solamente hemoglobinas S y F, por supresion de
la hemoglobina A. Quizad sea necesarioc estudiar otros miem;:ros de
la familia para descubrir la verdadera indole del trastorno. En
un estudio reciente (1591), la amplificacién de genes mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido aplicada al
dtagnoéastico prenatal de a- y A-talamemias (&% Y 5 casos
respectivamente). HbLepore/f—-talasemia 1 caso) Y fibrosis
cistica (14 casos). Se emplearon muestras de vellosidad coridnica

de diez semanas de embarazo ¥y, en forma paralela., =e analizé ADN
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mediante mapeo convencional de genes. El diagnédstico detiniti\)o o

la exclusion de un feto afectado. fue pouible' en 17 de’ 21 casos

asi examinados. Segun este estudio, 1la PCR reduce ‘"él': tiempo

requerido para el diagnéstico prenatal.: La contaminaciOn del ADN

es una fuente potencial de error.? : 3

Las enfermecades de talasemia—hemoglobing ailaaemtu—
hemoglobina E son procesos clinica y hematolo L simi lares.
En ambas hay esplencmegalia, ligera anemia hipocramica, celules

an diana. y aumento de resistencia ‘a las soluciones -salinas

hipotdénicas.

TALASEMIA INTERMEIDIA

En pacientes con talasemia 1nterrne;ﬂia’
hiperabsorcisén de hisrro puede erigi.n'g
organicas., un medicamento de hiorré“,qu"
pedria tener mas ventajas o
muchos pacientes con esta
este contexto. pero en relacio:
afluencia de inmigrantes del sur
afios recientes. ha dado como resu tndo
los desordenes de HDE. det:ectad.os en recie idc
iniciales de 1la hemoglebina de FE (HbF/HbE) no: distinguen entre
los EE homocigotos. un estado benigno. y -la E/.B—talaaemia. un
demsorden clinicamente importante Y que os, frecuentemente.
transfusién—dependiente. Deasde que las costumbres culturales y de
lenguaje advierten frecuentemente la necesidad de examinar a los

padres (los cuales pueden excluir los desordenes talasémicos).
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el diagnostico en el necnato no es posible mediante los indices
eritrocitarios normales y el estudioco mediante una metodologia de
ADN es relativamente costosa. se ha propuesto un método de
investigacién alternativo. Con este método me investigaron los
porcentajes relativos de HbF y de HDE obtenidos en los resultados
de HPLC de recién nacidos de la regién californiana, y se
encontrd que los porcent'a:les de HbLE fueron marcadamente menores
oen los necnatos con HbhE/A—-talasemia versus los homocigotos EE.
Del mismo modo. las relacicnes F/E fueron diferentes en el grupo
de E/fA-talasemia comparado con el grupo EE. Este analisis puece
pPor lo menos minimizar el numero de examsnes de ADN requeridos. ¥y
con mas datos de E/B-talasemia. puede probar ser un substituto

confiable .l

Un método rapido. no radicactive., para el diagnestico de las
mutaciones gS-talasémicas mids frecuente., esta basado en una PCR
aleslo—especifica del tipo multiplex. Este método permite la.
deteccion directa de alelos normales o mutados sobre . el ADN
gendmico. En la realizacién de este método. fueron usados tres
oligonucledtidos alelo-especificos por cada mutaciédn: uno comun
cebado a contracorriente y otros dos diferentes en su nucledtico
terminal 3 {uno emspecifico para el alelo normal y otro
especifico para el alelo mutado). Por cada muestra estudiada =e
realizaron, en paralelo, dos reaccicnes de PCR usando, en un caso
IVS—1 nt 110 y e}l codén 39 cebado normal en el s=segundo caso.
usando el correspondiente cebadc muthdo. En ambos casos, se
visualizaron los diferentes fragmentos de PCR. Después de la
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optimizacien, estoms fragmentos dirigieron solo la hmpli!icacién

de sus alelos complementarios. Se realizd un estudio simple ciego

sobre &)1 ADN de 18 individuos homo o heterocigocos para eato tipo

de mutacicnes. En comparacién con una

paralela.

todos los resultados fueron 1nequ1v6c s
diagnémstico. que resultd ser rapido. facils
Permite la investigacién de un grupo pohlaciona
heterocigotos, lo cual e=s requerido desde
epidemioldgiceo y antropolégico. Esto p
grandes smeries de investigacion de haplc

rumbo diagnéstico de varias entermedada

La enfermedad de hematies semilunur—ta.usemia fu

primera vez en 1946, antes do que se hicieran gﬁéiudioa H

electroforéticos de hemoglobina. La inmensa mayoria de'}o: casos

sSe han observadc en pacientes de raza caucdsica de origen griego

©o italiano. Se ha podido comprobar que eastos enfermos son de tipo

doble heterocigoto, para los dos genes anormales provenientes de

sus pregenitores. Esta enfermedad se parece a la: anemia de

globulos rojos falciformes, pero la gravedad de la anemia, 1a
frecuencia de las criais dolorosas y las udlceras de las piernas,
Yy ®1l grado de esplenomegalia varian considerablemente segtin los

pacientes. Las caracteristicas hematolédgicas son la anemia

hipocrémica microcitica. la forma semilunar de los eistrocicos en
preparaciones humedas, ¥ la presencia de gran numero de células
en diana en frotis tefiidos Y fijados. Suele haber

reticulocitosis. Es en el tipo beta de talasemia donde =e
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observan interaccicones con la hemoglobina S, ya que ambos genes

afectan a la cadena beta. En algunos pacientes practicamente toda

la hemoglobina es S y F, de manera gque se necesitan estudios de
familia para establecer el diagnostico de enfermecdad de hematies

semilunar—talasemia.

HEMOSI.OBIINA sSCo
La deteccion de la simple hase de mutaciones dobles en el
codén 6 del gen de la S8-globina es importante para el diagnéstico

prenatal de la anemia falciforme y de la enfermedad SC. Se ha

disefiado un procedimiento nuevo para crear un sitio de .

restriccién en los alelos beta A y beta C para t;cil}tar la

discriminacion de las hemoglobinas A, S ¥y C. El briricibi ‘g'enax-a'l

de este procedimiento ez el de ampliar enzimétic_ame;’ﬂ;_ev el ADN
gendmico usando un ‘‘cebo' modificado que concieneiﬁn‘ ‘n.ﬁéieétido
alterado en la terminal 3 para crear estos sit'ios. de
restriccion. Después de que eoste “cebo" modificado ha  sido
eficientemente incorporado dentro de el ADN amplificado. loa
productos de la PCR son digeridos con las enzimas de restriccion
Ava 1 y Sty 1. Ava 1 reconoce un =sitioc en el ADN amplificado que
contenga un alelo beta A. y Sty 1 reconoce un sitio en el ADN que
contenga un alelo bheta C. Ya que los alelos beta A y beta C
pueden ser distinguidos directamente por la presencia de un sitio
de restriccidn, -l alelo beta A puede =6 identificado
indirectamente. Los tres alelos de las B-—-globinas son rfacilmente
distinguidos por el tamafio Y patrén Ade lo= fragmentos

electrofordticos sobre gel de agarcsa. Este "procedimiento es
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especifico y sensitiveo, permitiendo asi un diagnéestico rapideo vy

economico de la anemia falciforme y la enfermedad sc.te

HEMOGSL.OBINA D

Puede haber dificultad al distinguir entré" ‘el tr&storno
ocasionado por la hemoglobina D y la:-anemi 'ke‘pavﬁ@c 1!t_icn— porque
en ambas enfermedades se observa  'la’ y gleblulos

falciformes on preparacicnes de

la movilidad de la hemoglobina S.
diferenciacion puede lograrse compara
formas reducidas de hemoglobina. porque
hemoglobina D reducida es normal,
hemoglobina S reducida esta disminuiau = )

Los estudios efectuados de s‘ol‘;x):fi: a ferencial 'pue‘déx‘-n no

resultar concluyentes;: aen tales'.cié(:unstanc’iaa. cabe "emplear 1la

electroforesis ean agar a pH.- 6.2 : ,pa‘r:a distinguir las ' dosm
hemoglobinas. Tambien se ha: ﬁéﬂalado la enfermedad por

hemoglobina D homocigotica.

HEMOGILOBINA S CEHbLS D)
La hemoglobina G, me encuentra. en muchas cocasiones combinada

con otras hemoglobinas, como la HbA ¥y la HbS. Su determinaciéon se

realiza normalmente mediante pruebas de solubilidad- '-y
corrimientos electroforéticos. Después de una electroforesis
alcalina a la muestra por estudiar, =i se encuentra: ‘un

corrimiento Qque corresponda a una hemoglobina AS. se . debe
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realizar una prueba de sclubilidad que en su . resultado negative

indicard la existencia de hemoglobina AG. mi:ma'qd"e‘se corrof’orq

con 1la aplicacién de una tincién de benzidina, al

resultado de la pruebha de electroforesis a pH alcal'!rio nos. indica

la existencia inicial de hemoglobina 88, i 'me.. -realiza un

corrimiento posterior en agar de citratos, qui‘dndogb_'identiticar
una banda especifica que corresponde a la hemog’lol;ina SG. en caso

de que ésta se encuentre presentes.l2

HEMOSI.OBIINA IM CEHIIXIOIVI D
En la determinacion de hemoglobina Mgs‘eb ‘debe " tener en

consideraciéen que la determinacién de es‘{:a‘.hhemog’lobi‘na no

exacta por medio de 1la medicidn de me!‘iahyeuyxd‘
pruebas de absorbancia. La demostracisn
anormal. debe realizarse mediante. electroforesis

las variedades de HbM en las que"r b

aminado tiene lugar en la= cadenas" be &

entre el 4acido aminado substitutivo y el

entonces dificil e inexacta la medicioﬁ ae‘_ slav: ;th/en’tiraciion de
metahsmoglobina por el método de la cianometaﬁo}nogloixihé’:: incluso
algunas variedades de HbM no reaccionan en-. Ahséluté con el
cianuro. En la Tabla 3., se presentan algunos cipog de HbM con 1la
medicion de los espectros de cianometahemoglobina y el maximo de

absorcion de l:ne{:ahemog'l.ol::ina.“’z
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TABLA 2. Algunos :xabs de severicad clinica de talasemia,.?®==

Tipo cde sesveridad clintca

Alalo Hatwrocigoto Homoctigoto
Beta< Manor Mayor
Batga~-—==tw Menor Mayor
Bata~=r-s=en Manor Intermedia
Alfa—talasemia 1 Manor B Laetal
Alfa~-talasamia 2 Portador milencioso’ Meanor
HbCarnrwcane Woe1t ~a Portadaor silencioso Manor
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TECNICAS DE RUTINA

Laa técnicas que a continuacion se describen. son aguellas
que ., de manera rutinaria. me emplean en ‘,el trabajo' diario

encaminado a la detecciéon de hemoglobinas‘anomal_ea.’ &

IDENTIFICACION DE HEMOGLOBINAS ANDRMALES

Se recomienda usualmente, una electrotor‘

en acetato de

celulosa seguida por una electrotoresis en qgar ‘de citre:o. come

un procedimiento inicial para deteccicn . ‘de’" hemoglobinas

anormales. Puede también realizarse un ',examon para hemoglobinas

“falciformes' para contirmﬂr._la 1»d.‘ tig#cacién ‘d.e hemoglobina S.

Los dos procedimientos eloci;‘btéreci'cos mencionados

anteriormente, pueden diferenciar i jﬂemoglai:ina S de las
hemoglobinas D y G. y las. hem €. E y O de cualquier otra
hemoglobina. . s :

Para facilitar el diegnéstico de los sindromes talasémicos. se
afiade a las electroforesis de acetato de: celulosa Y de agar de
citrato una cuantificacion de hemoglobinas’ T RAg 'y F. La
cuantificacion de HbA; se realiza usualmente por la elucion de la
banda de acetato de celulosa después de la electroforesis a un pH
de 8.6 o bien mediante microcromatografia. Una cantidad elevada
de HbA; sugiere un rasge de BA-—talasemia, mientras que una
disminucién es caracteristico de una a—talasemia.l!??

lL.os niveles de hemoglobina F,. son solicitados de manera

rutinaria por la mayoria de los meédicos, pero rara vez son

Utiles. La hemoglobina F cuantificada por densitometria puede ser
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inexacta en aquellos casos en los que puede ser mas util. Esta

cuantificacion debera ~x‘-eul‘izarser’ i procod.imien:o de

usando:’

a’ “1a contimacIOn

acetato de celulosa. ‘La
talasemias, ospecialr;e.nte
S-p-talasemia, asi. s
hemoglobina fetal (HPFH
amplia variedad de" ' ad so

acida de HbF puede 'd:.te_"re,nc a

he teragenea,

(HPFFH) y wuna distribucisn

talasemias) de hemoqlobina F dentro de los

La prueba de precipitacion de 1sopropano oc ‘dimie'nto

de busqueda mas util paravunﬁ hemoglohina 'Algunos
laboratorios realizan de manera

los desarrollos de hemoglobinas

primeros indicios de una varxance.

estar presente. Los indices ericrocif.arics

es muy util en 1la diferenciacidén ide

microciticas de los eritrocito Otros exa:nenes

especiales incluyen una 'pH normal  -para

distinguir la hemoglobina H y la,hemoglobina de Bart ‘de otras

de inclusién de hemoglobina
inestables. Pueden ser necesarios

hemoglobinica, de sintesis de las cq'dehas"'de globinas. analisis
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de ADN y estudios estructurales de las globinas, para precisar la

identificacion ‘de una hemoglobinopatia- 102,103,122

MUESTRAS DE SANGRE (COLECCION Y PREPARACIUN)

La coleccion de las muestras de sangre- ‘Y su preparaciou son  un

importante aspecto en la evaluacion de ‘las ‘hemoglobinoputias,

frecuentemente mencsapreciados por los luborutoriscaa A pesar de

qQque muchos de lo=s métodon de coleccion™ . estAndar

- pued.en

proporcionar muestras de sangre setisfactorias para

procedimientos de Dbusgueda, la extraccion de sangre venosu d.e 5 a

7 ml en tubos wvacutainer que contengan un ancicoug' lanf.e (EDTA

preferentemente. ACD, heparina) es muy atil

permiten realizar wvarios procedimientos de una séla recole’c‘:c'ion.

La sangre también puede ser colectada en capilaros hepa inizados

{(tubos de hematocrito). de un dedo o de un pinchnzo en el talz:m.

siendo especialmente util en el recién nacid.o. ~Un’”‘" tercer
procedimiento también util en la busgqueda sobre recien nacidos. o

en muestras enviadas a un laboratorio central, es la coleccibn de

sangre capilar o del cordén umdkilical sobre papel giltro.’ La

sangre capilar y wvenosa, pusden mser almacenadas a 4'C_por4imA§ de

28 dias sin dificultad en la interpretacion de los pat}énés

electrofordticos. La sangre colectada. almacenada y transportada

en papel filtro., es menos estable y debera ser exuminuda cle 7"0

10 dias.

Se recomienda la conversidn de una muestra de sangre tot:al a»'

Ui hemolisado celular lavado. Este procedimiento pur:.tica “la-

hemoglobina. mediante la remocién de células blancas, plaqueta:.
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células del estroma y proteinas: plasmaticas. También permite el

ajuste de la solucion'de;hemaglobina.a apfoximndamen:e 10 Q/dl

siendo adecuado pura ;hyescrqs qu;faangra,‘unamica -o S con
policitemia.  El1l . uso  de. heméliaadé' barar la electroforesi: de
hemoglobina servira. »pdr lo  tanto, para reducir las . bandas de
proteinas superficiales no hemoglobinicas, manchaﬁ‘ Yy otros
artefactos que interfieren con el andlisis,

E]l método para el reactivo de hemolimsado se resume abajo.
Otros procedimientos pueden ser preferidos para tipos especificos
de variantes de hemoglobinas. Por ejemplo, la hemoglobina H y laa=

hemoglobinas inestables se desnaturalizan -~ con solventes

organicos. Estas células deberan ser lisadas con 4 vol&méhes de

agua destilada y los sedimentos celulares deberan. ser, =eparados

mediante centrifugacidn de alta velocidad (18000 rpm x‘ZO min) a

4°C.

METODO PAaRrRaes = FQEEFRC:'FZI\/CDﬁ
HEMOL I SAaNTE :

Este em el metodo de eoleccién pdfg.,los

busqueda de rutina. Sin embargo. no'result conveniente suempleo

para preparar muestras cuyo examen. requierv de’ grandes cantidades

de hemolisado, como por ejemplo’ ¢ anAIi is es;ructural ‘de

hemoglobina.
1. Prepare EDTA o reactivo heméiiﬁanﬁé shponificado.
a. Reactivo hemolisante de . EDTA: Disuelwva 0.23 g de
sal tetrasddica de EDTA ¥ S mg de KCN en 100 ml

de agua destilada.
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b.

2. La

reactivo hemolisante para lisar 1l

a.

Reactivo hemcolismante saponificado: Disuelva 160 mg

de saponina y S mg de KCN . en 100 mg de agua

destilada.

muestra apropiacda de sangre:e mﬁzéla acon el

Layndo de las células: Coléqﬁe

en un tubo.

Deseche el
eQado; Afiada 3
viéorozamente
durante 15 segundoa.
Sangre total: Coloque

tubo usando una

una centrifuga -de

capilar con una lima‘alna a nei - 9“1;5 cm del

pagquete celular, As'egy'urevse'_do'_wms»digj1 cerca del
Pagquate y abajo del piusma. RompA'el tubo donde. fue
marcado. Coloque ol paquete celular eﬁ uﬁ tubo que
contenga 6 gotas del agente hemolésan:e. Agite
vigorozamente durante 15 segundos.

Papel £iltro: Perfore un disco de papel filtro con
la nmuestra de sangre. de 0.5 cm de diAmétro.'usando
una perforadora. Coloque el disco eﬁ dn tubo

y afiada 3 gotas del reactivo hemolisante. Mezcle

115



perfectamente Yy . dejelo reposar durante a5

minutos pgra»elqir:la homoglébina' Rp:;i-é ol papel

filtro del ‘tubo. | sxprimiends
residual con uri Vapl‘icé'dor‘ i(bk‘!_ux;z";n ‘d

La principal fuente de contaminacién

preparadc. es la presencia da .'bawnhiﬂdr.'r'é.sp

de la hemoglobina A5 a un  pH  de’
elactroforédtica con Ponceau S 'y puedé “causarﬁ‘ onfus
metahemoglobina se acumula en muea:ra.st; d‘ér; \sang‘re.g'
interfiere la interpretacidn de 1la elactrotor‘es‘isx.‘f‘ly..a“‘k"a»dicion de
KCN convierte la metahemoglobina en . ciaﬁomgtahemog;lobina.

eliminando este problema.

ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA (EAC)
Propdmito :

La EAC es el procedimiento inicial en la busqueda de

hemoglobinas ancrmales., La técnica es sensible a muestras de

sangre total en cualquier etapa de 1la vida (recién nacidos,
sangre de cordoéon. edad adulta).

Prinmncipio

lLLa electroforesis es el movimiento de particulas cargadas en

un campo eléctrico. La hemoglobina se carga negativamente a un pH

entre 8.4 a 8.6 y migra hacia el adnodo en un campo eléctrico con

acetato de celulosa como medio de soporte. Durante la

eloectroforesis muchas variantes de hemoglobina se separan debido
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a las diferencias de carga resultantes de alteraciones.  en su
estructura primaria. Esta separacion permite una identificacion

preliminar de eatas hemoglobinas,

React ivoss .
1. Buffer: Tris-aAcido etilendiamintetraacsético (EDTA)—buffer

de acidoc borico (TEB), :pH' 8.4
Tris(hidroximgt!l)uﬁiqomep;no.,.....7.....vlb.g o f
Acido etilendiamitstiaacetice Liiuio. els g i
Acido bérice. . i ;":""? 3.2 o
Agua destilada. B’ .....;;. chp 1 1 .

2. Colorante: O.Svﬁldlwﬁg )
Ponceau S.....,.{f.; [ S RIS « . - § ;
Actde tricloracarico.’. .. il .. i . i ... 5.0
Agua destxludu..............;......... cbhbp- 100 ml :

3. Solucidédn rewveladora . : . E
ves 350.0 ml

Acido aceéetico glacial.
Agua destilada. ... ...t icnaieean .cbpyloo ml
4. Metancol absoluto
3. Solucioén aclaradora
Motanol AbmolUtO. . i evttnrsraerrcscnrssss, 80.0 ml ‘

Acido acético glacial. ... ...t vt eencsscss. 20.0 ml

Eqguilpo
1. CAmara de electroforesis y fuente de poder ;
2. Placas de acetato de celulosa
3. Aplicador {en algunos sistemas, es necesario que la ?
muestra ssté perfectamente alineada a la base) ;
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4. Mechas y papel tefiido
5. Tubos capilares de hematocrito o'micropipetas
8. Contenedores para el colorante

7. Estufa o plancha caliente

8. Balanza y pHmetro

9. Envolturas plasticas

FProcedimit ent:o

Se resume aqui el procedimiento general ‘pai‘a la Ehc. Los

diversocs fabricantes,  tienen .. di terentes procedimientoa. - Es=

necesario seguir las 1n=tmccione= d.e]. fabr can e pux—a el uso

productos especificos.
1. Ceoloque 30 ml de buffer TEB

la cAmara: remoje y coquqe 1

placas dentro

de aire en la mamhrunn

aexceso de humed.ed..

4, Aplique las muest_rua hemolisodas sobr
del acetato de celulosa. PR : ’

5. Coloque la placa en la camara c'onj‘_'e’
celulosa hacia abajo ¥ col.oque =§bré ‘1a placa una 'lént;.ie" de

microscopio para permitir un buen con..acto.’ o i

6. Aplique 450 V durante 20 minutos a temperatura ambiente.
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7. Con  'la camara epug'ad.a. quito la placa y tiﬂala durnnte. por

lo menod_. 3 minutos con_ Ponceuu s

11

;a_éci:a yietiquétela.

12. Coloque Ia placa en una envoltura d.s

Contrxroaol . :

Se aplica una muestra de control. gque con:enga "4l ‘menos 2
hemoglobinas conocidas, en cada placa con mues?:i-k deasconocida. Se
recomienda emplear un control con hemoglobinas A. F, S y A;. Los
patrones de las muestras desconocidas deberan compararse con los
de los hemolimadosms de muestras conocidas. Los  controles pueden
obtenerse en laboratorios comerciales, o bien. procesarse en
nuestro propio laboratorio.

Nota: Una variaciou en el procedimiento de a.cetn.CO de
celulosa involucra una doble o triple aplicqcion de la muestra.
Siguiendo con la electroforesis, la placa. es  contrastada con
benzidina como se Aescribe en el pi‘ocedimiento de la
electroforesis a pH neutro para la hemoglobina H. Cuando una
variante (X) esta presente, la fraccion aXSA; aparece como una
banda azul muy pegquefia detras de la mancha roja de la anhidrasa

carbonijica.
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IMmterpretaciaon Qe r—esultados

Los patrones de una electroforesis normal para - va 1unca= de‘,

hemoglobina nermales, se repreaantan en la Fig.“

alta de la figura. El1 origen (cAtod.o)

de la banda. Las hemoglobinas migran hacia eldnodo

el adulto. La hemoglobina Az se
cerca del origen. Ocasionalmente.
enzima eritrocitaria que cataliza
COz., es observada entre el origen y:1
Ay. Las hemoglobinas C, E y O también r

la hemoglobina Ay, mientras que las hemé&lo

H y de Bart, se observan trecuanr.emente en: la sangr

migrando mAs rapidamente que la hemoglobinu’)\.

gran numerc de variantes denominadas hemoglobinasc"
se representa en la Fig. 1.

El rasgo falciforme, es el resultado de una mayor cantida

HbA mas HbS. con una cantidad normal de HbA;. La enfemedad. de

que., con la combinacidén de una banda S, pod.rla
diagnéstico presuntive de hemoglebincopatia | SC.-
falciforme no tiene bandas A o C, aunqua ocesionalmente 'se ha
observado una banda de As. ' Los homocigotes de Hhc tienen una
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Normal

Rasgo talasémico

Rasgo de HbD

Enfarmedad SC

Enfermadad SE

Sangras mormal de.
cardon .
RasQ0 dB8 Craciem

Control

o CAa; Az ] F

[n]e]
D

Cc
E
=]

FIG. 1. Corrimiento de diferentas hemcoglobinas an
acetato de caelulosa a un pH cs B8.4,'F=

banda ancha en el area de C/A3; sin bandas A o S. La sangre del
cordén en necnatos normales tiene una predominancia .de HbF. con
una pegquefia cantidad de HbA . La S-p—talasemia. donde ia
produccioén de cadenas B—A eata disminuida o ausente. tienen una
predominancia de HDLS, un porcentaje mayor al 30% de HbA vy
cantidades variables de HbAs ¥y HDF.

Todas las electroforesis de hemoglobina deberan contener un
control para hemoglobinas A, F, S y C. Estos controlea pueden
prepararse en ol laboratorio -] bien. puesden obtenerse
comercialmente, Los patrones de electroforesis en agar de
citrato de algunas hemoglobinopatias comunes estan representadas

en la Fig. 2. El catodo estda a la derecha. En un rango de pH de
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Normal

Rasgo da HbD
Enfaermedgad SC

Enfarmeadad SE

cardon

m Control

‘88 A0 1

ompo>»

F1G. 2. Corrimisnto de difarantaes hemoglobinas en
agar de citrato a un pH de 6.0-5,2,.*==

6.0 a 6.2. la HbC migra hacia el ancdo ¥y de esta manera se separa
de la HPE, mientras que la HbD migra con la HpbA. La HBbF migra mas
catédicaments, aen tanteo que la HbS lo hace cerca del origen. E1
uso frecuente de esatos dos métodos electroforédticos permiten la
diferanciacién cde 11as hemoglobinas D ¥ G de la S y tambidén
distinguen las hemoglobinas E Y o de la hemoglobina c.
Normalmente, la HbA; no se observa en la electroforesis de agar
de citrato.

La @electroforesis de hemoglobina permite el anaAlisis
cualitativo de un presuntivo fenotipo ‘h_emoglobinico. Un
diagnéostico mas definitivo, requiere de estudios bioquimicos

adicionales. Las cantidadesa y tipos de hemoglobinas determinados
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por medioms bioquimicoms no reflejan .necesarjiamente un cuadro

gendtico completo y el . -genotipo: no gie_xixprs pugde sey inferido del

fenotipo. “"Un diagnostico prociorsléxv"o ;iuvecler aéegurarae después

de que los datos clinicos y bioq'uiniir.coﬁ sean 'suplemanf_ados por un

estudio familiar". Una crunsfusiori’sanguineu reciente en ol

paciente puede complicar 1la 1nterpretaci¢n_de lom resultados de

la electroforesis.

El fenotipo presuntivo de la:'h g‘l_oh‘iné Se designa en orden

decreciente de concentra;iony es ‘observado en: la

electroforesis. De este modo. : 'Hemog’lobinas m‘igra'n de
manera seme jante a las hemoglobinas AL y S 'con A mayor ‘gue ‘S, se
determina un diagndsticoe presuntivo de‘HbAS (rasgo télcifor‘me)
81 S es mayor que A, el diagnbscico probabl
HbSA (S-B-talasemia).?8105.122

seria entonces de

dcido,

es el método de eleccicn para confirma
obtenidos a pH alcalino en 1n
celulosa. La técnica permite une

hemoglebinas A ¥y S -en recién—nacidps.

Px»incaipico : : : |
La electroforesis en agar de citrato inv‘olucx;a'"'e'l movim!énéo

de las hemoglobinas en un campo eldctrico con 1 g/dl de‘agar como

medio de moporte. El buffer de trabajo es de’ citrato de sodio
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0.05M, a un pH de 6.0 a 6.2. La separacién de variads hemoglobinas
oen este medio esta basada en la cu}ga électrotor&tica y en la
adsorcion de la hemoglobina en el ugar._Eéta adsorcioéon puede
estar relacionada con la solubilidad d; ia'hemoglobinu. De easte
modo., la separacion de la hemdglobina difiere de aquellos
sistemas en loa que la migracién me basa principalmente en 1la
carga electroforédtica, como en el caso de la electroforesis apn
acetato de celulosa. La electroforesis en agar de citrato, es
especialmente util en la diferenciacion de HbS. de HbD o de HbG y
de HbC de HBE o HbOj,p-

React ivoss

1. Buffer de citrato 0.5M, a pH 6.0 a 6.2

Citrato trisddico. ... . v eeeesreee-s 147.0 @
Acido citrico. ... ittt ine ettt ectansan 4.3 g
Agua demstilada......ccutcvscecnresccces, Cbp 21

2. 30 gsdl de Acido citrico N

Acido CItricO. .. ittt t i it i it 3b.0 g

Agua destilada@....c:rcc0cceereersess Chp 100 ml
3. Agar

BactO—agaY ...ttt ettt essaer s 1.0¢g

Agua destilada.. .. cccecseresassasess CHp 200 ml

4. Tinecidn de benzidina

3.3'. S5.5'-tetrametilbenzidina (u otros derivados de

benzidina).......c ot aeann 1.0 g
Acido acético glacial..........cveeenunn 25.0 ml
Agua destilada.......ccccereeeess.... CPp 100 ml
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S.

Proceada imigntq

1.

ajustar el pH. Ajuste elq pH

Vacie la henzidina' aﬂcd.a. el dcido y agite hasta
que so disualvd 5 1uego aﬂada el agua destilada.

Perdxido de h:ld.ro;eno ai S% AT

Preﬁhre Vport;objeﬂtorsfarevf x 7.5 em con 0.1 g/d.l de agar

disuelto en agua ‘destilada. Aplique de manera unifome
aproximadamente 3 ml de la solucién caliente. », sdbi‘é ‘los
portaobjetos vy QAd jelos secar - sobre:  una- super!icie E lisa,

Ser

uniforme a tempera‘cura am.bionte.

Estas placas

almacenadas durante varios meses antes dekau uso.

Diluya el buffer de. citrato.0. SM en"una relacion 1 10 con agua

destilada. Cologque aparte 100 ml d

con 30 g/d.l de acido citrico

Para preparcr q/dlf mida 1 g de

Bacto—agnr (o Difco certiticado

y agréguelos a los 100 ml del
bu!ter de traba.:lo de - citrnto q ] meﬁ;iona en el punto
enterior. Calionte la seluciou o “May;ia hasta que ol agar

este completame nte. disue 1 to

Diluya todo el. hemol 1sad.o con agua: deati 1ada para preparar . una

concentracion menor a: 1 g'/d.l

Llene cad.e una d.e los compurtimentos ext:ernos d.e la camara con.

100 ml dol bu!ter d.e trabajo trto a ‘que se- reriere al punt:o 2.

el cual ha. sido’ajustado a- un pH de 6.0 a 6 2 cen 30 ‘grsal de

a::ido citrico.' Llene cada uno de 103 .vcompartirnentos de la

camara con 50 ml ‘del buffer frio.
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6. Remoje el pepel de cromatografia (5 x 22 cm) - en el butter vy

coloequelo sobre las divisiones de la cAmara cromatogratica

de modo que la parte inferior dg la mech
el buffer tanto en los compartimen .

extarnos.

hacia arriba. Extienda ra’i al

del portacbieteos y a da

perfectamente. mqvia’do
9. Llene. 7 de 1o=-~aepositos
hemolisado diluid

10.

11,

12. sl ‘hacia abajo. acbre las

mechas a :rave' ‘deyla‘camara. Aplique de

15 . a 17 mAmps de

orrience por portaobjetos (70 _.a 90 volts) .

durante 70. minu:os
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13. Prapare la tincién mientras inicia “la ejecucioh de la

elactro!oresis.-' Djluya la solucion: d.e benzid.in

1:1 con agua d.est:i!ad.u. Afiada 5 ml d.o
al 3* (v/v) por cada 50 ml de tincia

14. Retire la plnca d.a la cAmaru,y‘

tincion, con la cara del ge! hucia arriba

se remojen toda 1la noche’: '(o;':d.urant‘e
destilada. :

17. Retire suavemente el agar de L
deslicelo sobre una superficie ﬁiahpa

marcarla, o bien, deje &l agar =obx"ab,el' portacbjeto

o déjelo secar a medio ambiente. Las. cartuli

pueden ser marcadas facilmente con un marcad.or para tieltro

Yy almacenarse permanentemente.

Control

A cada placa, debera aplicarse un control de hemoglobina A que
contenga al menos dos diferentes hemoglobinas conocidas, junto
con las muestras desconocidas. Los patrones de 1os hemolisados

desconocidos deberan compararse con les de los hemolisados

conocidos.
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InNmntexpreatac didSnm e reoemsmsultadadoss

an

La migraciéon de los patrones obtenidos con la electroforesis

agar de citrato se muestra en la Fig.2.

Precauc i oness

1.

Deben determinarse el voltaje apropiado, tiempo corrimiento. vy

fuerza idnica del buffer para cada =sistema de. pr‘uebu‘.
Rerfiérase a un metodo confiable en donde estas v;'rriébles
hayan sido establecidas=, asi como tambidén s=e h_ayan dado
migraciones de hemoglobinas conocidas. . G

Cheque el pH del buffer preparado al principio .y el de las
meparaciones pobrems (escasas). E

Refrigere ¥y desecha el buffer =ai =e torng ‘v,‘ﬁux;'bio o es

contaminado.

Revise el equipo de acuerdo a los procedimiént_o de control de

calidad establecidos por el fabricante

LAvese las manos antes de manejar el: eu;é: tode.  celulosa, el

almidén o las placas de agar. 'I‘cqueici orilas orilias

o use féorceps. La contaminacidén de ;a
proteinas puede afiadir artefactos a 1o

Equilibre las bandas de acetato de. celulos

durante, al menos 20. minutos antes:ad
muestra. Lave las Dbandas suavementefdia
evitar cadenas de trampas de aire- )
burbujas, las cuales pueden

directo de las proteinas en la ‘
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completaments la banda. Algunas bandas comorciaies deberan

ponerse a flotar =obre la superficie del buffer antes de

usarse, Debe asmegurarse el seguir las instrucciones del
fabricante.

7. Tifia las placas de acetato de celulosa cuidadosamente: éstas
no deberan tener excesno de humedad (de buffer ]
condensacioén) . cuando msean aplicadas las muestras. La

muestra deberA penetrar libremente la matriz de ucet;n:o de

celulosa Yy no "correr'. Seque las placas y evite la ti‘ncion
excesiva de tal mode que el exceso de buffer

reabsorbido en el medio colocado en la camara

no: ‘sea

(esto causara
un movimiento excesivo. no deseado, de bu!{!er)'. 3

8. Aplique la muestra tan rapidamente como,‘

la banda © placa sobre la camara y upiiqﬁ
pronto como sea posible para evitar le.-'d.‘i't,us_i n

9. Aplique la muestra cuidadosamente.

‘aplicacibén“ide. .la
muestra no debera ser gruesa o ‘ancha“  dadeo que
provocara una resolucién pobre.

esto

10. Lave &1 aplicador después da cada aplicacidon de huastra. Cebe

una o dos veces cada vez que aplique una nueva muestra =i
esto es necesario.

ELECTROFORESIS DE LA CADENA DE GLOBINA
Propdomito

La electroforesis de la cadena de globina permite la

caracterizacion de otras hemoglobinas que tiene

movilidades
similares sobre acetato de

celulosa o agar dJde citrato. La
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realizacion de la electroforesmsis de la cadana.da hemoglobina a pH
acido o alcalino permite la diferenciacidn de muchas variantes de
hemoglobina, sin el extenso tiempo requerido en 61 analisis
estructural disponible sélo en laboratorios especializados. Las
movilidades relativas de algunas variantes de hemoglobina., estan

representadas en la Fig. 3.

Prinmncipio

Los grupos hem son separados de las cadenas de globhina por el
2-mercaptoetancl. La urea separa las cadenas alfa de las demas
cadenas. Los grupos hem migran fuera de la banda. Las cadenas de
globina migran a diferentes rangos en buffers acido o alcalino.
La migracion diferencial de las cadenas de globina en la
eslectroforesis en acetato de celulosa a pH 6.0 y pH 8.6, permite

la deteccion de una cadena de globina anormal, asi como otras

diferenciaciones entre variantes de hemogliobina.

Reactivoss
1. Stock de Acido tris—etilendiamitetraacético (EDTA)-buffer de

aAcido boriceo (TEB). a pH de 8.6.

Tris(hidroximetil)aminometano.,..... 10.2 g
EDTA . .ttt ittt it cr et s anetoaasanensas 0.6 g
Acido DOricCoO.. ...ttt ittt ntrnans 3.2 g
Agua destilada........c.itcteeeeesea. Cbhbp 11

Almacenar a 4°C.
2. Tincidén: El Ponceau S es usado de manera rutinaria en la

electroforesis de hemoglobina.
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3.
4.
s,

Urea
2-mercaptoetanol
Acido citrico., 30 gral

Acido CItricO. -ttt e i ottt rerascaan

Agua destilada. ...ie.ecerrevcasoccsas

30.0 g
cbp 100 ml
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Eguilipo

1.

2.

El mismo equipo requerido para la slectroforesis eh acetato
de celulosa,

Campana de vapor. R

Procedimiento

1. El dia de la prueba. prepare ol buffer de ‘trabajo afladiendo

2. Afiada 50 microlitros del buffer de trabajo. >5/O ini'

4.

-

108 g de urea a 210 ml del buffer de "I"EB.F E_ﬂtei es el buffer
alcalino. Para la electroforesis de —una cadevnafldé'globina

acida, ajuste el pH de 6.0 a 6.2 . con 30 lgv/d'i_d.e acido

citrico. Mezcle hasta que se disuelva.

mercaptoetanocl ¥y 50 microlitros de hemo'l‘isavd.o a'vﬁnvpequeﬁo
tubo de ensaye. Mezcle y déjelo reﬁésér. a. {:empératuru
ambiente durante 30 minutos. Todo el brocedimiento con
2-mercaptostancl debera llevarse a cabo’ en un‘a campana ade
vapor.

Afiada 2 ml de 2—mercaptoetanol al buffer de traba jo
remanente. Mezcle. Baje lentamente las bandas de acetato de
celulosa dentro del buffer para prevenir la formacion de
trampa=s de aire en la membrana. Remoje las bandas de acetato
de celulosa en este buffer durante 30 minutoes.

Vierta 350 ml de buffer en cada lado de la céamara. Moje ¥y
coloque las mechas.

Seque el exceso de las bandas con una toalla de papel. No
permita que las bandas se sequen totalmente.
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6. Aplique las muestras en el centro de la banda usando un
aplicador #8. Aplique ligeramente para lograr una buena
resolucién.

7. Cuelgue inmediataments la banda a través del soporte de la
camara de modo que la parte inferior de la banda esté dentro
del buffer.

8. Realice la elsctroforesis durante 835 minutos a 150 volts. La
camara puede contener hasta tres bandas.

9. Quite la banda de la camara y coléquela en 0.5 g/dl de
tincioén de Ponceau durante al menos 30 minutos.

10. Aclare con Aacido acético o agua destilada hasta que el fondo
quede decolorado. Lea mientras la banda aun esté humeda.

11. Permita el mecado al medio ambiente.

Contxrol : -
En cada banda con la muestra desconocida, deberah'aﬁlignrserul

menos dos hemoglebinas conocidas diferentes. que:

control. Los patrones de las muestras desconocidas deberan | ser

comparadas con los de los hemolisados conocidos, ya:éSa'qﬁeAestogx

hemolisados sean obtenidos por medioc de laboratorioc

o bien, en el mismo laboratorio de trabajo.
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=LECTROFORESIS A pH NEUTRAL PARA LA
HEMOGLOBINA H Y LA HEMOGLOBINA DE BART
Prxropdmsm i to
La electroforesis en acetato de celulosa a un pH neutral.
permite la diferenciaciéon de las hemoglobinas H y de Bart de

otras hemoglobinas de movilidad rapida.

Princilpico

La electroforesis a pH nout'ra.l." (6. 9‘ a 7.1) se basa en la

absorcion de la hemoglobinaien ol med.io ‘de acetato de celulosa

debido a la diferencia . en

hemoglobinas., La separacion’d

que algunas otras variantea"",de
hacia a1 anodo desde el orige
de Bart. se mueven mas céxfc'
hemoglobina. E1 resto de
origen. La técnice e.ambien permif.e 1
difusas de hemoglobinas H vy

pasadas por altoc en la electrofo

dado que usualmente estas represen:an una’ pequeﬂa porcién de- la

hemoglobina total.

React ivoss

1. Stock 0.1M de buffer monobésico d.e sod.io !os!uto.
NaHzPO4.H20.....................‘..k...._......»13Bg:
AQUA BEBEIIAAA « < vvnn e e e a et e il EBPIL
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6.

Tolueno (para AlmMacenamienNTo) . ..o eevvesraon

1 gota
Stock 0.1M de buffer dibasico de sodio fosfato

NazHPO,4. anhidro.......w.i.
Agua destilada......co s

Candeelil a2 g

ieee e ebp 11
Tincién de Ponceau S, 57 : ’ )

Ponceau S.........c. 00

L.0.sig
Acido trtcloroaceticoi..r S '5.0 g
Agua destilada.....i.:.. Louiil. copr1oo ml
Solucien aclaradéra;‘ 8

Agua destilada..ivil...

B =S N B
Acido aceético glacial..

: veedii. 3000 mL
Stock de tincion de bgnzi&ina : :
3.3'.5.5'~Tetrametilbenzidina. .....v...=..%s 1.0g.
ACIidO @COtico GLlacia@l....ou.vaiiorinsaaanin 25,0 @I";
AQUA AEBEAL1AAA. . errnernnrrerrnsnnannnsess. Ehp 100 ml
afiada el acido ‘¥ “he
luego afitada el agua

Triture la benzidina: 'AﬁitéuhASiA que  se
disuelva, destilada. - v o :
Perdxido de hidroégenoc al 3% (v/v).

Eqguiryro

1.
2.
3.
a,
s.
6.
7.

CAmara de elesctroforesis y fuente de poder

Placas de acetatoc de celulosa

Aplicador, cajas de muestra y base de alineacién

Mechas y papel =mecante

Tubea capilares para hematocrito o micropipetas
Estufa o ""plato'" caliente

Balanza y pHmetro
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Procedimiento

1.

Para preparar el buffer de trabajo., afiada 39 ml del stock de

buffer monobasico a 61 ml del. stock buffer dibasico.

Lleva
hasta un volumen de 200 "‘ml-’

con'agua des:ilada. Mezcle v
verifique una lectura de pH- de 6 9 a7y 1.' s

Vierta S0 ml Qel hu!!er de’ trab
externcs de la camara.

Remojfe las placas de celulo:a

contra otra, en ¢l buffer de: truhajo durante

minuteos antes de usarlas, Evite

Quite el exceso dJde humednd de

rdpidamente entre dos piezas de pepel absorbonte Nq’pérmiéa
que la placa de seque’ totalmente. ’

Apligue las muestras’ en el centro de la placa de acetato de

Permita que’ loa" extremos del aplicador permanezcan
en contacto con la placa‘de 3'as segundos.

celulosa.

Coloque la placa en la caAmara. con la celulosa hacia abajo.

de modo  que lams mechas estén en contacto con el acetato de

celulo=a, Ponga un portacbjetos sobre la placa para asegurar

un buen contacto.

Realice la electroforesis a 150V (SmA por placal) durante 30

minutos.
Retire las placas de la camara y tifia durante al menos 3
minutos con tincién de Ponceau S.

136

i




5. Retire las placas de  la tincidén y coloquela en 3 lavados

consecutivos de . 3 minutos cada uno de ‘acide aceético al
tv/vy. ) :

10. Retires las placas del anjuague tinal Y ravolelaa

benzidina prsparada diluyenderl stock de benzidina con agu.a

destilada en relacien 1:1.- Por cada 350 ml de tincién d.ilu.id.a

afiada 3 ml de peroxido de hidrcgeno al 3% (v/v).

11. EnJjuague 1la placas en varios cambios de agua

identifigque los patrones mientras atn estén 'humed.as
remeojar durante toda la noche.

12. Remueva las placas del agua y permita secar al ‘air

Cormntro L

Junto con cada espécimen desmconocide en cada placa,  deberan
correrse una muestra conocida de HbH, o© sangre de cordbn ‘que

contenga Hb de Bart. una muestra conocida con Hb normal 'y qq
mueatra conocida de hemoglobina de

HbJ) .

movilidad rapida (por ejemplo,

Imnmnter-pr-etacidn A resuwultadcdos=s

La mayoria de las hemoglobinas no se mueve fuera del origen.

Algunas variantes rapidas se mnmueven
Sélo

lentamente hacia el anodo.
las hemoglobinas H y de Bart se mueven significantements

hacia el Anodo, mas la primera que la segunda. Por consig’uien:é.

la mayoria de lam hemoglobinas de movimiento rapido pL.leden ser

diferenciadas de las hemoglobinas H y de Bart, por este m'qtodé.

Dado que las hemoglobinas inestables se desnaturalizan, esta

prueba debe realizarse sélo con sangre fresca (una semana © menos
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de =u extracciédn). Para preparar el hemolisado, use el método de

agua destilada.

PRUEBA DE SOLUBILIDAD PARA
HEMOGLOBINAS "FALCIFORMES"

La prueba de solubilidad es un examen rapido y simple, en la
busqueda de hemoglobinas que ocasionan rasgo falciforme en los
eritrocitos., Es usada como una prueba confirmatoria para la
hemoglobina S vy otras variantes falciformes despuds de su
deteccidn mediante electroforesis en acetato de celulesa y agar
de citrato. También es util en situaciones. de -emergencia en las
que debe ser determinada la prasenéin o ausencia de una
hemoglobina "falciforme™, No daberafser dgada como una prueba

pPrimaria de busqueda genética.

Pxrdnocipio
estado reducido

Una hemoglobina "falciforme'

{(desoxigenado)., es insoluble cuundo'éé'le”coloca'en un medio de

buffer fosfato de elevada moléri¢adf y' luégo‘ forma polimeros

los’ rayos de luz.

(tactoides) que refractan y dbfiéctén_

produciende una solucion turbiq. ~M1éhtrd= iaﬁ hemoglobinas
"falciformes* (S, C—Harlem, C—Ziguinchér. S—-Travis,. etc.) s=on
insolubles, Y dan una prueba poaitfvd, todas las otras

hemoglobinas permanecen solubles bajo estas condiciones,

React ivoss

1. Potasio fosfato dibasico. anhidro (KgHPO4).......... 216.0 g
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3.
4.

Fosfato de potasio monobdsico (KHZPOg)............. 169.0 g
Hidrosulfito de 50adic (NapS304).+:civerrreenccnneia. 5.0 g
Sapor}inet.‘.ﬁ.";".v.{.;...b......;.................;.,.... 1.0'g
Agua d.e.ativiada...................................... cbp 1:1

Aﬂad.i 506 vml de agua destjilada a un matraz de 1 1 y disuelva
‘lq's reactivos., uno a la vez. Ajuste a un litro. con agua
destilada después de que todos los reactivos se hayan
disuelto.

Eguuipo

1.
2.
3.
4.
s.

Tubos de ensaye de 12 x 75 mm y rejilla para los tubos
Micropipetas de 20 microlitros

Pipetas de 5 ml

Tarjetas blancas con lineas negras

Balanza

Procedimiento

1.
2.
3.
4.
5.

6.

Pipetear 2 ml del reactiveo en un tubo marcuqo.,'

Permita que el reactivo se caliente al» la gemperatura ambiente.
Aflada 50 microlitros de sangre total con ED'{A‘é'héparinizadn.
Mezcle y esspere S5 minutos.

Coloque el tubo a 2.5 cm al frente de uha tarjeta blanca con
lineas negras. ‘ )

Lea la turbidez de la solucion.

Control

Corra un control positivo y otro negativo para cada grupo de

pruebas de solubilidad. La mczci& del reactive con la sangre,
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J

toma .un color gque va de ligeramente rojo ra rosa. .Un color
ligeramente anaranjado indica el deterioro del hidroesulfito de

sodio en el reactivo.

Imter-pretcacidrnm Ade remultados

L.a prueba positiva para una homég';ibb';hd, falciforme esta dada

por una solucién muy turbia. Lﬂﬂ:r‘ = negéas d.e las tarjetas

blancas ho pueden obssrvarse a tf.‘ 10n. Todas la=

hemoglobinas “falciformes" . (s C-Georget.own.
C-Ziguinchor. $-Travis., S—Antill c dan
positivo en la prueba de as con

substitucisn en B6 Glu--Val).’

Una prueba negativa pnrab‘ 1 « ocui&re B
cuande laas lineas negras :
solucioén de aangre—reacti\;
ligeramente turbia. por‘o'“las a 3 .isibleu.
lL.a mayoria de la : c,. ‘E,

O~Arabiga, D, G, I. y J negativo para:.esta prueba.

Los resultado falsos posit vos'se observan en  policitemia. o
bien cuando la adicién do =angre ‘total es excesiva en relacién al
reactivo. También se dan falsos positivos en la disglobulinemia,
transfusién reciente con sangre que contenga alguna hemoglobina
“falciforme", e hiperlipidemia. Otra causa de falsos positivos,
puede ser 1la inactivacién o caducidad de los reactives: una
transfusién reciente, dado que la sangre normal diluye a la

sangre con hemoeglobina "“falciforme'”: en pacientes mencres a 6
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meses de edad: y en anemias donde los valores de hemoglobina sean

menores a 7 grsdl.

CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA A2
La determinacién de la relativa eonégnt%ici6n-ds hé@;;iobinu
Az. es util para el diagnéstico- de tulasemia'y otros'desoéden&s

relacionados con ella. La HbAp se encuen:ra elevada en desordene:

con rasgo A-talasémico. También se observan cantidades anormalea'

de HbAz; en otros desodrdenes genéticoa Y- adquiridos incluyendo”la
hemoglobinuria paroxistica nocturna, la Hb—LeporQ '
S—talasemia y en la anemia por dericiencia ferr!ca.vi

Los métodos siguientes estdan basados en tecnicas bioquim,c,s‘
Se ha esvaluado la precision y reproducibilidad‘de estos ‘métodos.
Se obtienen mejores resultados con la cromatografia de Eolumna Y

elucién después de la electroforesis en acetato de celulosa.

CUANTIFICACION POR EILLUCIOIY DE
ACETATO DE CELULOSA

Propdmito
La HbA; =e encuentra elevada en el rasgo S-talasémico. haciendo

de su cuantificacion la prueba mas util para su diagnéstico.

Prxrdncipio
Despusés de la separacion en acetato de celulo=a, la HbA; puede

ser eluida y medida como un porciento de la hemoglobina total.

React ivoss
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1. Tris-EDTA-buffer de acido boérico (TEB): solucioen stock -a pH

8.6: afiada un litro de agua desionizada ‘a los =siguientes

componentes:

Bame tris. .., ...t i0tctrenrctiacrtisisascrssaaa.. 55,0 g
EDTA . ittt s s ereootsanocsnsoeeosonsososennoeeoeoa 7.0 ¢
Acido BOricCO. . . ittt it ittt ettt e e e 9.0 g

Ponga los compuestos y el agua en un agitador magnético hasta
que entén perfectamente mezcladosm. Asegurese de que o]l pH sea
de 8.6 a 8.7.

2. Para la sclucion de trabajo diluya el stock de buffer en 1

parte de este mas 3 partes de agua destilada.

Eguipo

1. cAmara de electrofcoresis y fuente de poder -

2. Bandas de acetato de celulosa (Sephraphore III de 2.5 x 15 cm)

3. Aplicador (la caja de muestra y la base de alineacion pueden
ser necesarios en algunos sistemas)

4. Mechas y papel secante

5. Tubos capilares para microhematocrito o micreodispensadores

6. Balanza y pHmetro

?. TijJeras y tuboe de ansaye

Procedimilento
1. Vierta S0 ml del buffer TEB en los compartimentos externcs de
la camara.
2. Remoje tiras de acetato de celulosma de 2.5 X 15 cm, Gelman
Sephraphore III, en el buffer de trabajo durante al menos 10

minutos antes de usarlas., Tiffalas y marquelas -al lade
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derecho del centro con un tubo capilar con el que se haran
las muescas para la aplicacidon de la muestra en el acetato
de celulosa. ’

Asegurese de las bandas estén perfectamente teflidas, luego
colédquelas a través de la camara, la cual estara rodeada ds
hielo triturado. No permita que las bandas se sequen
totalmente.

Aplique la muestra en las muescas con un tubo capilar para

microhematocrito (aproximadamente de 35 a 8 microlitros de

muestra). Permita que la banda absorba la muestra un poco ¥y
aplique mas hasta conseguir una aplicaciéon abundante de
muestra no tefiida. :

Realice la electroforesis de 1 a 1.5 horas a 1 mA'pdi{ ﬁand.a.

Realice el andlisis por duplicado.

Retire las bandas y corte lejos del extremo mojdgl

que el excesoc de buffer no ‘“marque’. ei x‘\e‘mé:l:lqnc’e._;;de-r:lya
banda. Coloque el trozo de la banda que con:iene 1_‘5, HbAz Tan
1.2 ml de agua destilada. Coloque la banda que”coniiene HbA
U otras hemoglobinas en 10 ml de agua destilada.

Permita la elucién., con agitaciédn ocasional. durante al menos
30 minuto=s. Lo=s tubos pueden dejarse reposar toda la noche
8i me les retira el acetato de celulosa y mantenidos a 4°C
tapados herméticamente.

Determine la densidad oéptica de todas las scoluciones a 415 nm
con un espectrofotémetro confiable. Use la solucisdn de

trabajo como blanco.
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9. Calcule el porcentaje de HbA; para cada muestra mediante la
.siguiente foérmula;
D.O. A,

x 100 = % A,
.32 (D.O. A) + O.D. A;

Inmnmter-pretacidr cde rresmuultadoss

Se debera establecer 5 range para cada metodo, en cada

laboratoric para la interpretacidén de los resultados obtenidos.

En las siguientes paginas, se representan diagramas de flujo

propuesstos para el seguimiento en la identificacién de diferentes

hemoglobinas anormales,
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I Electroforesis a pH Alcalino J

1,2 1 1,2

CAa Ea EA

Desnaturalizacidn
Alcalina

Tincidn da Hb fetal
Estudio familiar

Indices
eritrocitarios

HPFH

Cuantificacidn
de Az

Estudio da fierro

FIG. 4A. Diagrama da flujo para el dlagnesti:c
de hamoglobinas ancormales, 322
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[VEl-c:reFarnsxn a'pH:Axcaltné l

Seguimiento Desnaturalizacidn B i - 13 1YY Tidag .
madiante indices alcalina i R R T R
eritrccitarios .

- . A"r = P —I .
rwnc..'.-.-y;.‘..fJ. -F;Ac.‘ aE, A0

Cuantificacion de
Investigacidn Ax
de enzimas

Citrato
Estudios de PRI
Examanes de sangre del corddn
fragtlidad umbilical N
ocamdtica - PDamostr

patrones:
: AS

Estucgios de
Pruetca de fiarro
Coombs directa

Estudio
familiar

i
H

FIG. 4B
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l Electroforesis a ph alcalino ]

Sclublilidad

=]

D
o

Aplicacion
densa de

tincion de
benzidina

55

Solubilidad

[ S8, Talas, SD, SG ]

Electroforasis
en agar de citrato

Desnaturalizacidn
alcalina

G

Aplicacien

densa de

Cuantificacion tincidn dea
cea Az . banzidina

Estudio
familiar

m
[}
(14
[
a
-
0

TR familiar
|

FI1G. 4C.
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I Electroforesis a ph alcalino I

= =

| s-Taras | lgp—Talas i Solubilidad

Electrofaoreasis
an agar de
citrato

I 8/D/G/C/E/D-Talas | Electroforesis
an agar. . de:
‘. eitrato

Desnaturalizacidn
alcalina

Cuantificacidan
de Az

(1]
m
o
m

Estudios de sangre -
del corddn umbilical

Estudios
de fierro

Emtudio
familiar
F1G. 4D.
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l Electraforesis a _ph alcalino l'

- [ l -

CCreartom | ec, ce, co |
Homocogotos
—t—1em
Agar de
citrato
Agar de
citrato

[o=]

1 Confirmar por alectroforestims
an agar de citrato.

2 Confirmar mediante pruaebas
de solubilidad.

FIG. 4E.

No
tdantificadas

Exdamanes
sanguineos al
paciente

Frotis msanguineo
de uma muestra con
EDTA, resultados de

sangre de cardién

umbilical
(sf es posible)

Solicitar 1l0s servicios
de labaratoriocos de
raferancia
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TECNICAS DE PUNTA

De esta manera. podemos definir a las técnicas que marcan los
ultimos avances en la investigacién de hemoglobinas anormales,
Evidentemente., estam técnicas no son todavia métodos que se
emplesn en los laboratorios como téecnicas de rutina., y por tanto,
no existe una "receta” que se pueda seguir de manera estricta,

para obtener los resultados deseados en cada caso particular.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA DEL ADN

L.as técnicas de bioclogia molecular constituyen un excelente
instrumento diagndstico, dado que permiten acceder é. la
informacioén genética mediante el analisis de los acidos
nucléicos. Desarrolladas a partir de finales de los afios setenta,
estas técnicas han sido utilizadas desde mediados de la-década
pasada. Sin embargo. en 1985, la aparicien de la tdacnica . de
ampliacion in vitro del ADN o PCR (Polimerase Chain Reaction),
fue una auténtica revol_.uckién‘. Puesta a punto inicialmente por
K.B. Mullis ¥y colaboradéréﬁ de la empresa Cetus, de Emeryville,
esta técnica permite o_b:éner. en un breve lapsc de tiempo., un
gran numero de copias de.la porcion de ADN que se desee estudiar.
La sensibilidad que aporta esta técnica es tal gque actualmente es
vya posible analizar un gen aunque sdlo se disponga del ADN de
una célula.l
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[ — TECNICAS

El principio de la PCR es=s senci!.'lé'. conaiste ‘en: copiar hasta mil
millones de veces. en un tubo de’ ansa o :
que se desea estudijiar.
hélice. Cada hebra esta ccnatituida pc
gran niumeroc de nucledtidos (A, T, c.

hebras son complementarias (frente .

estan empare jadas con enlaces
complementareidad tiene una gran import:

se rompen. por ejemplo a causa  del’

Tal

propiedad de esﬁécitico de

empare jamiento
bama en 1la accién de una enzima. la ADN
copiar, tomando como modelo una de las hebras. :
formada por nuclesdtidos complementarios. La ‘estrategia qonaiﬁte
en hacer funcionar la polimerasa a partir de. uri; 2 o t_r&é’rhentc
de ADN complementaric del extremo de la region Ambiiur. que
queda fijado y sirve de cebador. El1 otro extremo d.el ‘fragmento

esta delimitado por un segundo cebador S0 a 2500

s tuado g

nucleé¢tidos mas lejos, en la otra hebra.

Cada ciclo de ampliacidén pasa por tres".k Eabaé. Primero. 1la
doble hélice de ADN se calienta a 94°C, 'lo 'qué~A permite romper los

enlaces entre las dos hebras. Luego, la‘tvex;\‘peraturn se rebalia
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aproximadamente hasta 50°C en presencia de los cebadores.
Entonces. estos se emparejan especificaments en 10s extremos de

la region a ampliar. cada uno en au.he,b'ra.‘ Posteriormente, la

temperatura se eleva a 72°C;: la pbii@erééﬁ VFAVl‘nrga ‘las nuevas
hebras dJdel ADN a partir de los cebador‘es.i>"l.‘l;1$‘ende'nucleotidos
trifosfatos (AATP. dCTP, "dGTP y dITP).  Estas  operaciones
constituyen un ciclo de ampliacién. Se dispone entonces de dos
nuevas copias del fragmento. En el ciclo de ampliacién siguiente,
que pasa por las tres mismas etapas (meparacién de las hebras.
empare jamiento de los cebadores, elongacioén), estas nuevas hebras
serviran a su vez, de matrices para la polimerasa. De este modo
se obtienen 2n fragmentos después de n cicles. Por tanto, el
aumento del numero de moldculas es exponencial. En la practica,
el rendimiento es menor, y desciende cuando el numeré de copias
es demasiado importante respectoc al numero de principios. Se
comprende que la PCR se efectue con una enz':h;na ‘resistente al
calor. la Taq polimerasma, aislada a partir de bacterias que viven
en manantiales calientes (Thermus aguaticus). puesto que las
enzimas de loms mamiferos no resistirian aquellas temperaturas.
Esto evita el aporte de enzimas en cada ciclo y permite 1la
automatizacioén de la técnica.

En la practica, los productos necesarios para la reaccion se
introducen juntos en un microtubo de sesnsayo colocado en un blogue
calentador cuya temperatura esta controlada por un
microprocesadoer. Se efectuan asi,. de manera automatica. de 30 a
40 ciclos (de ahi el nombre de polimerizacién en cadena). Debido
al interés economico de la PCR. se han tratado de desarrcollar
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procesos de ampliacién alternativos, pero éstos son., en general,

mas dificiles de poner en practica (requieren varias enzimas o

varios cebadores) ¥y dan resultados menos confiables, 104

CREACIOIN DX Ios CEBADORES : o
La mayor dificultad de la PCR es elegir el emplazamientoide
los cebadores que se emplean, Su

creacion necesita dé, manera

imprescindible conccer la secuencia de nucleodtidos del tragmento.

© al menos sus extremos, Perc ciertas argucias p ambien

trabajar en fragmentcs desconocidos del genoma cuy
desmea conocer. 8i el material genético contiene
conocida, el fragmento se aisla del resto daTAD
enzimas de restriccion -que permiten partir

precisos—.,

Y

luego s=e circulariza. Entonce

PCR inversa, De esate modo, es posible cono

aminocacidos de una proteina. y =i se

correaspondiente para estudiarlo. Para el!‘

genédtico, que a una serie de nucleétidos "*ADN, hace

corresponder a una serie de aminocAcidos. A{pugtir e la secuencia
proteéica. se construye una serie de cebadores: correspondientes a

las diferentes secuencias posibles del . 'ADN,: dﬁe = ' llaman

“degeneradas'. Algunos de estos cebadores éeitijar&n,en el. gen

que hay que ampliar.

Finalmente, =i sélc se conoce un extremo del tragmentovde,ADN.

es posible fijar en el otro extremo un. “ancla“ de  secuencia
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conocida (generalmente una sucesion de G). En este caso. el
segundo cebador esta constituido por la secuencia complementaria

(una sucesion de C), Eato permite comprender por qué la PCR se ha

convertido en un instrumento indispen.sablo
genética molecular.

pasa tamdbién por ajustar

para los
investigadores de El éxito de una ampliacion
las condiciones experimentales con el
buen emparejamiento de
fragmento que hay que ampliar.

fin de obtener un los cehadores en el
La temperatura a la que =e colocan
los cebadores os particularmente critica. S3 es demasiado
los cebadores se emparejan mal y se corre el riesgo de

que los fragmentos no se amplien.

elevada,

En cambio, =i la temperatura es

demasiado baja. loa cebadores se fijan en fragmentos de ADN

diferentes del que se desea ampliar, pero de secuencia proxima.
La temperatura optima para

una buena "colocacion® de los

cebadores depende de su longituad Y de la proporcien de

nucleotidos C y G que contienen. Por otra parte, el contenido en

iones de magnesic del medio ha demostrado ser también critico,

por 1o que debe ajustarse & cada caso particular.w‘

ANALISIS DEYI. ADIN AMFL ITADO

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR son tan cuantiosos que es
imposible que se revelen directamentes por electroforesis. No

basta con asegurarse qgue el fragmento ampliado tiene el tamafio

correcto. ya que la PCR es una técnica en la que el numero de

“"falsos positivos" es importante. Por tanto, suele ser necesario

verificar con otros métodos., que la ampliacién es especifica y

que se estd4 realmente en presencia del fragmento dque se desea. La
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secuencia de nuclesotidos del fragmento pueds determinarse

directamente. También es posible recurrir a una sonda marcada

(radicactiva, fluorescente, etc.), conatituida por una secuencia

corta complementaria de una regidén interna del fragmento en

cuestidn., en la que habra de fijarmse.
de ampliacidn,

£ija

Finalmente, puede procederse a un nuevo ciclo
pero esta vez utilizando un cebador marcado. que se

unicamente en el interior del fragmento deseado, Y que

autentifica la secuencia ampliada.l!9

La PCR permite una identificacion directa de deleciones en un
gen determinado. Muchos puntos de mutaciones producen o modifican
el sitio de restriccién de la endonucleasa blanco. La presencié -]
ausencia de tales condiciones puede ser comprobada mediante :los

patrones de dige=tion del producto de la PCR amplificada.

Finalmente. los oligonucledtidos alelo—especificos examinados de
los productos de la PCR permite las deteccion de mutaciones que

no alteran los patrones de restriccidén.

PREPARACION Y MAPEOCO DEIL. ADINY
de sangre periféerica o
ADN se

Normalmente se preparan de 10 a 20 ml
de Dbiopsmsias de vellosidades coridnicas. El mapeo del
realiza de acuerdo al método Qdescrito por 0©Cld y Higgs. En un
caso, el ADN para la PCR se obtuvo de una mancha Guthrie seca de

5 afios. El1 ADN fue extraido de acuerdo al metodo descrito por

Jinks et. al.
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REACCIOIN EIN CADEINA
DE: I.Aa POILLIMERASA
MATERIAL Y EQUIPO

La amplificacién se realiza usando polimerasa de ADN de
Thermus aquaticus mediante un método modificado del de Saiki et.

oligonucledtidos cebadores ae construyen usando un

381 A. El contenido

al. Los

sintetizador de ADN Applied Biosystems Model

de la mezcla de reaccion es de S00 ng a 1 microgramoc de ADN

10 mM de Tris a pH 8.3:
2

gendmico: S0 mM de cloruro de potasio:

1.5 a 3.0 mM de clorurc de magnesioc (especificado abajo):;

cebadores a 1.3 microM cada uno: trifosfato de

desoxirribonucleotido (dATP. dCTP. dTTP y dGTP) cada uno a 300

microM; y 100 microgramos/ml. de gelatina. La mezcla de reaccion
me calienta a 94-96°C durante 10 minutos para desnaturalizar el
Se afiaden 2.5 unidades de Taqg—polimerasa o bien 1 unidad de
a temperatura

ADN.
Amplitaq (ambas de Perkin—-Elmer Cetus Instruments),
a un volumen total de reaccién de 100 microlitros.
Se

de "recoccido"
lL.a mez=cla se cubre con 100 microlitros de aceite de parafina.
hasta 30 ciclos de amplificacion con un

pueden real izar
En

reciclador Perkin-—Elmer Cetus Corporation Autometed Thermal.

ol cebador endurecido se prepara durante 30 segundos,

72°C durante <40 segundos, ¥y 1la

cada caso,

la extensién del cebador a

desnaturalizacién por 30 segundos a 94°C. Después del paso del

endurecimiento en el ultimo ciclo, las muestras =me incubaron
durante 7 minutos adicionales a 72°C. Posteriormente., me realiza
la electroforesis de 10 microlitros de los productos de reaccion

sobre un minigel de poliacrilamida, al 6 o 12%. (en un aparato
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Protean II, Bio—Rad) en buffer de Tris—borato~EDTA. © bien en un
minigel de agarosa al 2% en un buffer de gel de agarosa después
de haber wmsido calentada a 72°C durante 3 minutos. Se usa una
forma replicativa de ADN (HaellXl digerido, 0O x 174, de New
England Bioclabs) como un marcador d¢e medida. E1  producto de la
amplificacion se puede visualizar Y fotograftiar despuds de
tefiirlc con bromuro de etidic. Después de una extraccién con una
solucién de fenol-cloroformo y una precipitacion con etanocl, el
ADN amplificado smse digiere con 10 U de las enzimas de restriccioén
apropiadas durante 4 horas y sometido a electroforesis como se

describid anteriormente.?

INVESTIGACION DE OLIGONUCLEOTIDO ALELO—ESPECIFICO (ASO)}
Se diluyen 10 microlitros de cada muestra de ADN amplificado
en una solucison de hidréxido de sodio 0.1 M y clorurc de sodio 3
M. calentada durante 1 minuto y se neutralizan en 10 volumenes de
cloruroc de sodio 3 M, Tris 1 M a pH 7.5. Las muestras fueron se
aplican en un aparate Bio-Rad de “*punto-mancha’. Lo=s puntos
replicados se preparan por hibridizacion con los grupos
apropiados de ASO. Después de un incremento en 2 x 8SC (1 x SSC =
clorurc de msodio 0.1 M y citrato Qe sodio 0.015 M), el ADN se
fija con membranas de nylon mediante radiacioéon UV a los filtros
hiumedos durante 2 minutos, Los filtros =se prehibridizan en una
mezcla de cloruro de sodio 0.9 M, fosfato de sodio dihidrogenado
SO0 mM (pH 7.4), EDTA mM, SDS 0.1% y 10 microgramos/ml de ADN de
esperma de malmon durante 2 horas. La hibridizacion con 2x106/ml

cpm del oligonucledtido S5'—[gamma—32)-marcaje—final examinado en
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la solucién de prehibridizacién se realiz¢ durante 6 horas.. Se
realizan 3 lavados de 135 minutos cada uno a temperatura ambiente
en 6 X 8SC. smeguidos de 5 minutos en una solucion que .contiene

clorurc de tetrametilamonio 3 M, Tris 50 mM a pH 8.0, EDTA 2 mM y

SDS al 0.1%. Los filtros se lavan dos veces durante._zoimibnut:os en
esta ultima solucién a 3535°C. La realiza una  autoradiograria
durante toda la noche a =70°C usando pelicula Kodak XAR-5 y una
pantalla de intensificaciédn DuPont Quanta III.

Al igual que sucede con la HPLC. en esta técnica se requiere
de material y equipo sofisticados para realizar pruebas con la
sensibilidad y rapidez que se requieren para llevar a cabo
estudios de rutina. Esto la hace una técnica cara, peroc tal vez
muy redituable. dado que puede aplicarse en cualquier
investigacion de anormalidades genéticas,

Como el proceso de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se ha wvuelto una herramienta comun en los laboratorios de
diagndstico gendtico la prevencion Ae la contaminacioén
transferida de amplificaciones previas de PCR ha llegado a ser un
topico urgente, Recientemente =e ha descrito una técnica de
prevencién resmpecto a esta contaminacién en la PCR, utilizando
deoxiuridin—trifosfato (AUTP) Yy uracil-ADN-glucosilasa (UDG) .
Este reporte refiere la adaptacion de esta técnica a un sistema
diagneostico para detectar enfermedades de hemoglobinas S8 y SC.
Se realizo una excelente amplificacién incrementando las
concentraciones de dUTP y de HgCl;. El1 contenido de dU en el ADN
se pucde analizar mediante la restriccién de endonucleasas para
distinguir la forma beta S del gen A usando Ddel., pero otras dos
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enzimas de restriccién, Bsu36l (reemplazada con H=c11 por el

fabricante) y Cunl. no pudieron ser usadas., E1 con:enido d.e

los productos de la PCR conservd su hibridizacion ospeciticg con'

oligonucledsti1dos alelo—especificos (ASO) probados para: ,los;genes

beta A. S y C. A decir de los autores, esta técnica es fa

usar Y toma sdlo 20 minutos adiciconales, Y

extremadamente util para los laboratorios de diagnéstico ’geﬁlét'i'co"

donde la PCR s repetida diariamente Y la contanﬁx‘iacibn
transferida puede de este modo conducir a un didgndgtico

erronec .‘o

CRCMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
Y ESPECTROMETRIA DE MASAS POR ELECTROSPRAY

En la determinacion de variantes de hemoglobina. la-

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) vy - la

espectrometria de masas por eslectrospray (ESMS). son. métodos |

excelentes por su preciaion y exactitud. H. E. Witkowska y cols..

realizaron el analisis en microescala de una vuriante de

hemoglobina (Hb) mediante la ejecucién combinada de croma:a ratia

liquida de alta eficiencia ¥y 1la espectrometria de masas por"‘

electroapray. Y ol método podria ser de aplicacién
universal. Se olimind la escala preparatoria de la¢HPCC
cadenas de globina Yy los semipreparativos, tambidén enie ;
' previameﬁte

HPLC

la digestion proteolitica., les cuales han sido usadp

en la espectrometria de masas. El uso de colurnnus °
nalisis de

microperforadas reduce el tiempo requerido para el

manera substgncial ¥y el uso de solvente en un 100% ﬂas masas
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moleculares de las globinams intactas y las masas y la secuencia
de informacion de los péptidos tripticos, pudieron ser obtenidos
sin un orden especifico ni analizando en forma mseparada las
fracciones cromatograficas. Como un eJjemplo del uso de estos
métodos, se reportd la caracterizacién del caso de una
hemoglobinopatia desconocida, qQue finalmente fue autentificaca
como Hb P-Galveston (beta 117{G19]1His———~Arg) . usando la
siguiente secuencia de anAalisim: 1) ESMS del hemolisado completo,
2) HPLC analitica de las cadenas de globina. 3) combinacién de
HPLC microperforada/ESMS de las cadenas Qe globina para
determinar sus masas moleculares, 4) derivacion de cisteina y
digestisn triptica de la mezcla de todas las globinas, seguidas
por la separacion (en las microperforaciones) de los péptidos,
determinacién de la masa molecular, y generacidén de patrones de
fragmentacion permitiendo la confirmacién de la secuencia del
aminocacido. Esta estrategia Qe cuatro partes permitira la
caracterizacién de casi todas las variantes de hemoglobina. Las
excepciones podrian ser las mutaciones en regiones de las cadenas
de globina., las gque darilian una elevacién para pequefios pédptidos
tripticos {menos cuatro residucos), ya sea de modo normal o
pProducida por adicidén de nuevos sjitios tripticos y mutaciones que
inducen =sdélo pequefias diferencias en el peso molecular de los=
péptidos tripticos. Dado que solo el 10% de cada péptido separado
es masa analizada. el 9S0% esta disponible para la coleccién y
posteriores identificaciones estructurales (por ejemplo un tAndem
=i la

de espectrometria de masas © para una secuencia de Edman).

identificacion es todavia dudosa.lll
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La caracterizaciéon de 1a hemoglobina a traveées de la mseparacién
del total de sus proteinas y el mapeo por digestién triptica.

permitico la identificacion de variantes estructurales de

hemoglobina, las cuales dan origen a hemoglobinopatias., El mapeo

por digestion triptica mediante la cromatdgrafo—-slactrofereais

bidimensiocnal convencionatl, en papel. proporciona una alta
resolucion pero requiere de 48 hr, mientras que la fase inversa
por gradiente de concentracién mediante HPLC, es mas rapida (1.5
hr). pero disminuye la resolucién del estudio. El analisis por
slectroforesis capilar (CE), proporcionéd una rapida separacién
con una alta separacioén. Ross y colaboradores, han usado la CE
para optimizar la digestion triptica de la gleobina purificada de
la hemoglobina normal humana (HbA) y para analizar la digestion

triptica de la hemoglobina normal. La optimizacién de

las

separaciones y del pico se realizaron empleando un detector de
uv.

En la optimizacion de la separacion por digestion triptica, se

pudieron resoclver mas de 28 picoms en menos de 20 minutos. Estos

picos fueron identificados tanto como fue posible y sme construyd
un mapa de la digestion, de alta resolucién. Las condiciones
analiticas de la optimizacién =e usaron para obmervar los
patrones de la separaciéon que fueron obtenidos de la hemoglobina
normal del adulto (HbA). las variantes de hemoglobina comunes y
algunas variantes raras de hemoglobina.ll’

Para el diagndstico y comprensaién Qe las hemoglobinopatias, es
esencial realizar una identificacién y cuantificacion precisas de

las hemoglobinas. E1l perfil hemogiobinico de la sangre del
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cordén, es sumamente complicado dada la presencia de cantidades
relativamente elevadas de hemoglobina fetal. La invastigaéiOn por
electroforesis requiere una combinacién de los métodos alcaline
(acetato de celulosa) y Acido (agar citrato). A pesar de gue las
variantes comunes de la cadena beta de las hemoglobinas S y C se
observan faAacilmente, la diferenciacién entre condiciones tales
como hemoglobina =] heterocigota {HbAS) . HbAS—-a—talasemia,
HbS—-f+—talasemia y homocigoteos de hemoglobina S (HbSS). res=ulta,
a veces muy dificil.

Recientemente, ou et. al. describieron un método de
cromatogratia 1liquida de ailta eficiencia (HPLC) . usando una
columna de intercambio catidnico y un pH combinado y NacCl como
gradiente para 1la separacion y cuantificacién por deteccion
espectrofotométrica. Para evaluar este método de investigacién
de sangre en cordén umbilical., me estudiarcn las frecuencias de
genes de las variantes estructurales de HbS y HbC y la =sintesis
de variantes de a—-talasemia (mediante el ensayo de Hb de Bart) en
la sangre del cordédn de bebés recién nacidosm en la isla caribefla
de Curazao. Aunque la frecuencia de a—talasemjia e=s desconocida.
parece razonable esperar datos similares a aquellos reportados

para la poblacién negra de Estados Unidos y Jamaicn.‘liu

MATERIALES Y METODOS

lLas muestras de sangre del cordén, se recolectan después de la
ligadura del mismo. Después de esto, la sangre se coloca en tubos
de vacutainer conteniendo EDTA (Becton Dickinson Vacutainer
System Europe. Meyland France): si es necesario el transporte de
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las muestras hasta el laboratorio donde .se realizaran las
pruebas, este se puede hacer en hielo. Las muestras deben
centrifugarse durante 5 minutos a 1500 x g a temperatura ambiente
(24°C). Luego de retirado el plasma. se lisan los eritrocitos
mediante la adicién de un volumen igual de agua bidestilada.
Después se afladen 5 microlitros del lisado a 1.0 ml de dbuffer A
(ver abajo). lo mezclamos y luego lo centrifugamos a 6000 x g

durante 5 minutos: esta 3era nuestra solucidn muestra.

REACTIVOS

{Bis(2~hidroxietil)aminol tris(hidroximetilimetano (Bis Tris)
Cianuro de potasio

Cloruro de sodio

Tritén X-100

Solucién de control de hemoglobina (control AFCS). que contenga

al menos, cantidades iguales de HbA, HbF. HbC y HDbS

PERFIL DE LA HEMOGLOBINA

Se usa el "System Gold" integrado de HPLC de Beckman
Instruments (Brea, CA). que consiste de un mdédulo de distribucidédn
de solvente modelo 126, un espectrofotémetro modelo 166 ¥y un
integrador modelo 427. El1 sistema se equipa con una columna de
200 x 4.6 (i.4.) mm empacada con microparticulas de S micrometros
de poli(acido aspartico) silica (poli Cat A) dc: cﬁstom LC
(Houston TX). o
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En este sistema, la separacion’ de las 'hémogloﬁinaﬁ es

realizado por una combinacién de NaCl y gradienteé de pr;t. El

butfer A (pH 6.5) contiene 40 mmol de Bis Trié.
0.5 ml de Tritén X-100 por 1litro. El but!ei’-'B“«‘(p
40 mmol de Bim Tris. 4 mmol de KCN. 200 mmol.de NaCl'y- 0.5 ml-de

Tritén X-100 por 1litro. El pH de los buffers  se
mol/l de HCl. Antes de usarse, deben filtrarse a. ‘tr yé
1 ,Via'n"a‘l isis

membrana de 0.45 micrémetros de tamafio de poro; Pa

de la hemoglobina. se inyectan porciones de 20 mi{:‘;outyrbgs‘"‘de la
solucidén muestra (ver arriba) con un flujo de 1.0 ‘rnl.'/mSn‘ La
columna efluente se debe monitorear a 420 nm. e » : ' !
Para identificar las hemoglobinas A, F, C y S en{lus’(’vr‘nuestras
de sangre del corddén, se comparan los tiempos de reéé'né:ion cie los
picos de la HPLC con los obtenidos por el control de"j\rcs. La Hb
de Bart se identifica analizando una muestra de sangre de corddn
con un gran porcentaje de esta hemoglobina. Los porcentajes del
area de los picos sirven para calcular la composicién de la
hemoglobina. suponiendo que las masas iguales analizadas se

incrementan proporcicnalmente al area de los picos obtenidos.

GRADIENTE DE pH INMOVILIZADO

Un nuevo método para el andlisis de wvariantes de hemoglobina
es el de gradientes de pH inmovilizados. El1 fraccionamiento
isceléctrico as realizado en ‘geles de poliacrilamida con
gradientes de pH copolimerizados, entre pH 7.0 a 8.0. La
variantes mas comunes de la hemoglobina (HbA., HbF, HbS., HbC. ¥y
HbA;) me resuelven claramente dentro de este rango de pH. El alto
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poder de resolucién y reproducibilidad de los gradiente de pH
combinados con lo® tiempos de separacién extremadamente cortos,
hacen de este fraccionamiento una técnica superior a todos loa
procedimientos electrocinéticos usados para el analisis de
hemoglobhina. Actualmente, la convergencia isceléctrica en los
gradientes de pH inmovilizados, es una herramienta complementaria
para el andlimsis de la hemoglobina donde las técnicas
slectroforéeticas clasicas no proveen de una resolucién
suficiente. Se espera que en el futuro esta técnica alcance la

popularidad qus merece .17
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RESUNMEINT

Las hemoglobinopatiam son los desordenes genéticos sanguineocs

mas importantes., Estos desordenes, se presentan cuando existe la

substitucién de alguno de los aminoacidos qugf,combdnen las
cadenas alfa o beta de la hemoglobina. Este tipo'de anomalias se
heredan siguiendoc las leyes de Mendel. EI1 numerp de mutaciones a
este nivel es muy grande, pero s=mon. relatiVém,nte pocas las
hemoglobinas anormales que son clinicamente ;mpofiéh:es.

Entre las hemoglobinas de importancia,clinic;,ﬁe encuentran
las hemoglobinas C.D.M y S incluyendo tamhied‘éfkas talasemias,
aungue sl defecto de éastas no se debe a Iauﬁuﬁstitucién en atgun
aminoacido de las cadenas., sino al deeequil;hrc en la produccion

de éstas; dentro de las talasemias Se encuentran las

hemoglobinopatias producidas por las hemoglohinas E y H.

Las hemoglobinopatias =me pueden clasificar en 5 grupos:
ason los siguientes:

éstos

1. Hemoglobinas anormales i lteracicones fig loégicas. cuyo

interds es 36lo de estudio gendtico y bioquimico. dado que

carecen de significancia clinica. Es el mayor de los cinco
grupos.

2. Hemoglobinopatias “de _agregacjion', que producen cambios
estructurales en el eritrocito.

3. [-¥-] “no equi ada' de he lobina dentro del que se
encuentran los sindromes talasémicos: las cadenas en

exceso suelen precipitar en cuerpos de Hein=.
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4. Hemoglobinas jnestables, las que presentan una substitucison

de aminoca&cidos en la region de fijacion al hem. -

S. Hemoglebinams copn funcion hem anormal, cuyas manifestaciones

clinicas son debidas a la alteracién en la afinidad por

ol oxigeno.

Las hemoglobincopatias de impor-tancia elinica pPresentan
complicaciones a diferentes niveles organicos, afectando a un
organc en particular hasta todo un sistema.

La hemoglobina S. en la que al acido glutamico e

substituido por wvalina, presenta complicaciones orgdnicas a

diferentes niveles sistémicos. De manera muy general, estas
complicaciones son. entre muchas otras: crisis hipoplasica.
anemia falciforme. tromboembolias. eritrostasis, hematuria,
lesion estructural de la médula renal, glomerulopatia.
anorexias, vémitos, ictericia. nauseas, ’do>1‘or intenso en
cualquier parte del abdomen, sscuenstro . .esplénico, infarto
cerebral, alteracion del tuncioném{en;o neurocognocitivo.

anomalias vasculares conJuntivaleéyreﬁin&pétia. microaneurismas.
disfuncion coclear Y retrococle.ar.' artritis, osteomielitis.
deformacion de cusrpos vertebrales, infarto de médula osea. En
recién nacidos: anomalias radiologicas, complicaciones de
neumonia, diarreas, etc.

La hemoglobina C. en la que el defecto estructural se situa
en la sexta posiciéon del extremo amino terminal de 1a cadena
beta. donde el Acido glutamico es substituido por l1isina.
manifiesta complicaciones leves y. en =su estado heterocigoto. es
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una enfermedad silenciosa. Se han encontradeo complicaciones que
involucran una disminucion en la capacidad auditiva. d.ila:acion
esplénica. anemia (de poco severa a moderada), coleiitiasis Y
otras manifestaciones leves, cuya asociacion con HbC es dificil
de determinar.

En el caso de las Talasemias, estas se consideran como
hemoglobinopatias, aunque su defecto se deba al desequilibrio en
la sintesis de las cadenas de hemoglobina. Laas talasemias se
clasifican segun sus manifestaciones clinicas en Mayor.
Intermedia. y Menor. Las hemoglobinas H y E se consideran como
variantes de talasemia. Las manifestaciones clinicas de las
talasemias, son generalmente comunes a todos los tipos de ellas y

la severidad de estas manifestaciones depende de la’' condicioén

homocigota o heterocigota de la enfermedad. Ent:;e estas
manifestaciones se encuentran uUlceras o cicatrices no_ dolorosas
en extremicdades infericres=, pseudoxantoma elastico, ‘anomalias
cardiacas, secuestro esplénico. insuficiencia renal cronica.

compresion cronica de meédula espinal. reduccién en la oclusion de
vasos retinianos. disminucién de la densidad osea‘. hiperplasia de
médula ésea. complicaciones fetales severas, hipoparatiroidismo e

incluso. se presume una relacién estrecha con caries dental y

gingivitis,

La= pruebas diagnédsticas para las hemoglobinopatias, podemos
dividirlas en técnicas rutinarias y técnicas de punta. Para
las primeras, ae emplean normalmente las tdcnicas de
electroforesis en acetato de celulosa y en agar de citrato.
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Mediante la técnica de electroforesis en acetato de celuloma
pueden diferenciarse las hemoglobinas‘c ¥ Aj. de un grupo formado
por las hemoglobinas As,id.—f 9 b{»:amhgén logran diferenciarse

las un grupe formado por’ las’hemoglobinas S, D ¥y G. ‘de‘v‘la"s'

hemoglobinas A y F. . o :
La electroforesis en agur‘dé‘cigréto; ﬁgrmite dgfofﬁhd
grupe formado por las hemogiobihaé vA.iAD; R :
hemoglobinas C, S y F. lLa elecﬁrofqrésiﬁlgév
permite la caracterizacion de oﬁra=‘<‘k
movilidades similares sobre acetato Sde i
citrato: esta electroforesis s=e realiza tAhq
a pH acido. v
La prueba de solubilidad para hemog{obihﬁ
talcifofme. permite identificar de
hemoglobinas de este tipo entre
hemoglobina S. :
Las técnicas "de punta’™, mon metodologias
normalmente en estudios de invas:igacion.;h
de diagnéstico rutinario. .
La Reaccién an Cadena do la Polimernéa
en un breve lapso de tiempo, un gran”hnmgrpi_de ©
porcion de ADN que se desee estudiar. La sensihilﬁdddfﬁue aporta
esta técnica es tal que actualments ea ya posible‘analizar un gen
aunque sélo se disponga del ADN de una célula., Su principioc es
sencillo: consiste en copiar hasta mil millones de veces. en un

tubo de ensayo. un fragmento del genoma que se desea estudiar. La
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PCR permite una identificacidén directa de supresicones o
mutaciones de un gen determinado.

La Cromatografria Ligquida de Alta Eficiencia Yy la
Espsctrometria de Masas por Electrospray permiten el analisis, en
microescala. de variantes de hemoglebina. siendo estos métodos
muy exactos y precisos.

Existen otros estudios, como ol ilamado “Perfil de
Hemoglobina', y el gradiente inmowvilizado de pH. que utilizan la
combinacion de dos © mas métodos para determinar la presencia y
cuantificacion de variantes de hemoglobinas. realizando un

analisis mas profundo de éstas.
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