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En adultos normales, la Hemoglobina fetal constitu-
ye menos del 2% del total de la masa hemoglobinica y sélo
en el estado fisicldgico de embarazo existe un incremento

de su sintesis.

Por otra parte, las alteraciones causadas correspon-
den principalmente a enfermedades hematoldgicas ya sea, por
la persistencia en su sintesis durante la vida adulta o
bien, por su reaparicién en ella. La persistencia se ha en-
contrado en ciertas hemoglobinopatias congénitas, en el caso
de desbrdenes hematoldgicos adquiridos de los cuales se in-
cluyen leucemias crénicas y agudas, anemias apldstica, mega-
lobldstica, mieloma y recientemente se comunicd la existen
cia de valores superiores al 2% de hemoglobina fetal en adul-

(1,2
tos con neoplasias malignas.

Las neoplasias son problema grave que abarcan el &am -
bito de los conocimientos cientificos, biolégico v médico,
que solamente con la unidn integrada de la tecnologia, teo -
ria y préactica actuales podrd llegarse a la meta definida,
gue es hacer el diagndsti co tempranc de las neoplasias para

lograr una sobrevivencia prolongada del ser humano.



Por medio de la "Determinacién de hemoglobina fetal
en un grupo de enfermos con neoplasias malignas", se preten-
de contribuir a la deteccidn temprana del Cancer, teniendo
en mente que estos padecimientos puedan ser algin dfa domi-

nados por la ciencia mé&dica.

Para medir el contenido de hemoglobina fetal se to-
mé como referencia el método de desnaturalizacidn alcalina
de Singer y col.(3}, al cual se hicieron una serie de modi-
ficaciones con el fin de optimizarlo. También se empled el
método cualitativo de tincidén diferencial para la hemoglobi-
na fetal Kleihauer y col.(é}de elucidén Acida y se adaptd un

nuevo método de “"Resistencia &cida" con el prop8sito de hacer-

lo cuantitativo.

Las muestras de sangre para la comparacién del méto-
do fueron proporcionadas por la Clinica Heos pital de Gineco-
obstetricia I-A del Instituto Mexicano del Seguro Social y
pacientes del Hospital de Oncologia, asf{ comc de personas
"clinicamente sanas". Una vez establecida la metodologfa,
se hizo una serie de determinaciones a un nimero limitado de

pacientes con neoplasia, los cuales se procesaron descono-



ciendo la estirpe histoldgica para que finalmente, al tér-
mino del estudio se relacionen los resultados obtenidos

con el tipo de enfermedad maligna definitiva y en esta for-
ma llegar a establecer si la determinacién de la Hb fetal

en ellos es de ayuda diagndstica.



II. Generalidades



HEMOGLOBINA FETAL

Embrioclogia:

En la especie humana se observan cambios en los tipos

de hemoglobinas durante el desarrollo embrioldgico y fetal.

En la etapa embrionaria se sintetizan las hemoglobinas
denominadas Gower I y Gower II, las cuales desaparecen después
de los tres meses de vida intrauterina y son reemplazadas por
hemoglobina fetal (Hb-F), y finalmente después del nacimiento
por hemoglobina adulta (Hb-A,) y hemoglobina Ap (Hb-Az)_ ILa
fetal estd constituida por dos cadenas polipeptidicas S
y dos cadenas polipeptidicas 3/ v las adultas por dos cade-

nas o< vy dos cadenas /3 .

Se ha sugerido gue la sintesis de un factor en etapas
tempranas del embarazo induce la formacién de Hb-F y que a par-
tir del segundo trimestre se inicia su producciéﬁs,)alcanzan-
do un miximo de 70 a 90% del total de hemoglobina al nacer, es—
te valor disminuye gradualmente hasta menos del 2% a los 12

(6)

meses siendo posible determinar en la mayorfia de los sujetos

de 1 a 2% a cualquier edad.



Estructura:

La hemoglobina fetal presenta una estructura tetrago -
nal formada por dos cadenas o< de 141 aminodcidos y dos ca -
denas y de 146 aminoécidoé7.) A pesar de que la estructu -
ra tridimensional de la Hb-F no ha sido estudiada con detalle
se ha pensado sea similar a la de Hb-A; observada en la figu -
ra 1, en donde cada cadena polipeptidica estd unida a un heme
en una cavidad de residuos de aminodcidos, dispuestos en un
arreglo tetraéddrico con un doble eje de simetrfa sin la cavi -

dad central. El fierro del heme estd en el sitio de unidn

coordinada para reaccionar reversiblemente con el oxigeno.



v

FIGURA 1
Estructura tridimensional de Hb—Al*

* Molécula formada de cuatro subunidades: Dos cadenas o<
idem (bloques claros) y dos cadenas /2~ (blogues pun
teados) ,que se enfrentan unas a otras a través de un
doble eje de simetria (linea puenteada). Cada cade-
na engloba un grupo heme (disco) estructura que tie-
ne fierro y liga una molécula de oxigeno. M.P.

Perutz, Scientific American (1964).

Las cadenas o< son idénticas a las de Hb—Al v

Hb-A, pero las cadenas J/ de la Hb-F difieren de las ca-

denas /- en 39 posiciones de aminodcidos como se indica

en la Tabla I.



Se presentan nueve substituciones en los residuos in-
ternos, incluyendo el cambio de tirosina /Z 130 por tripto-
fano al cual se le atribuye la aparicién de una fina banda a

(8 )

289.8 nm en el espectro del ultravicleta de la Hb-F .

En la Hb-F se observan cuatro substituciones gue corres-
ponden a la subunidad <%y, /3~ ; esto puede ser razdn para la
reducida tendencia de la Hb-F a disociarse en mondmeros y es pro-—
bable gue esta sea la causa de la resistencia a la desnaturali-

(9,10)
zacién en solucidén alcalina. Otras substituciones importan-
tes y caracteristicas de la Hb-F son: la substitucidn de his-
tidina /2 143 por serina, la presencia de cuatro resfiduos de
(11)

isoleucina en las cadenas 3” ., la secuencia de aminoacidos

N-terminales de las cadenagihs glicina-valina.

En la separacidn cromatogrifica de sangre de recién na-
cido se han obtenido dos fracciones un 20% de F; y 80% de FII
ambos componentes son resistentes a la desnaturalizacidn alca-

lina y difieren solo en un residuo N-terminal acetilado.

La figura 2 muestra en forma esquemdtica las diferentes

substituciones de las cadenas 3’ en las cadenas /2= .



TABLA I

Secuencia de aminodcidos de las cadenas )~ de Hb-F*
* Resfduos diferentes en las cadenas /3-
NH,-Terminal.

VAL *GLI TRE *ILEU VAL
HIS GLN LEU *LIS LEU
LEU *FEN 40- ARG HIS ALA
TRE FEN LEU HIS *ILEU
PRO *GLU FEN ASP HIS
GLU GLU *ASP 80-ASN *ASP FEN
GLU *ASP SER LEU CB3 GLI
LIS FEN LIS 120- LIS
SER *ALA GLI GLI GLU
10-ALA *TRE ASP *ASN TRE FEN
VAL *TLEU LEU FEN TRE
TRE SER ALA PRO
ALA *SER 50-TRE *SER TRE *GLN PRO *GLU
LEU PRO *ALA LEU VAL
TRP ASP *SER SER GLN
GLI ALA 90~ GLU ALA
LIS VAL *ILEU LEU SER
VAL MET HIS 130-TIR *TRP
ASN GLI CIsS GLN
20=- VAL ASN ASP LIS
ASP *GLU PRO LIS VAL *MET
GLU *ASP LIs LEU VAL
VAL *ALA 60— VAL HIS ALA *TRE
GLI LIS VAL ALA & GLI
GLI ALA ASP VAL
GLU HIS 100- PRO ALA
ALA *TRE GLI GLU ASN *SER
LEU LIS ASN 140- ALA
GLI LIS FEN LEU
30~ ARG VAL ARG *LIS ALA *SER
LEU LEU LEU HIS *SER
LEU ALA *TRE LEU LIS *ARG
VAL 70-FEN *SER ASN TIR
VAL SER *LEU VAL HIS
TIR ASP *GLI 11l0- LEU
PRO ASP VAL
TRP GLI *ALA CIS *TRE

COOH-Terminal



FIGURA 2

Substitucidn de aminodcidos en las cadenas /3 *.

Los puntos negros de las cadenas /2~ indican los cambios
gue ocurren en las cadenas J’ -

Sitios de residuos internos: Posicién 11, 27, 54,
74, 75, 130, 133
Sitios de contacto Heme: Posicién 70, 71.
Sitios de contacto: Posicién 51, 112, 116, 125.
Sitios de unidn-DPG: Posicién 1, 143.

Sitios de isoleucina: Posicidén 11, 55, 75, 1le.
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Debido a la estructura de la Hb-F se le han atribui-
do una serie de propiedades diferentes a las de Hb-A. BAm-
bas pueden desnaturalizarse a compuestos de hematina por
la reaccidén de alcalis o acidos, pero la hemoglobina A se
degrada mi3s ripidamente que la fetal, el alto contenido de
triptofano en la Hb-F produce un espectro en el ultravioleta
diferente al de Hb-A. La Hb-A y Hb-F pueden diferenciarse
inmunol6gicamenté121 difieren también en la forma de sus cris-

tales y solubilidad. El pigmento fetal toma mds tiempo pa-

ra formar monocapas.

A nivel celular el cambio de Hb-F a Hb-A se acompafia
de cambios en la actividad de algunas de las enzimas y de
otros componentes. Las células neonatales tienen mis pota
sio vy aguél3]asi como, un alto contenido de lipidos, la pro-
porcidén de los componentes lipidicos es similar al de las cé&-
lulas adultas, solamente varian en una pequefiza proporcidén en
las fracciones fosfolipidicas y de &cidos fosfatidicos, hay

bajo nivel de anhidrasa carbdnica, catalasa y peroxidasa. (14,

15).

Las células de corddn umbilical tienen una isoenzima
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(1l6)
hexocinasa diferente a las células adultas .

En la sangre humana adulta se han separado por elec-
troforesis tres tipos de hexocinasa: I, II y III. Los eri-
trocitos adultos tienen tipos I y III, el II estd solamente
en células embrionarias; cabe mencionar gue el comportamien—-
to tiene particular importancia pues se ha encontrado en in-
dividuos con persistencia hereditaria a la hemoglobina fetal
(HPFH) , por lo gue se piensa tiene cierta relacidén. En fin
la hemoglobina fetal humana difiere en varios aspectos de la
hemoglobina gue circula en la sangre del adulto y es posible
distinguirla de una mezcla al menos por alguno de los méto-
dos siguientes: Resistencia a la desnaturalizacién alcali-
na; electroforesis; cromatografia de intercambio iénico; elu-
cidn &cida; espectro de absorcién a la luz ultravioleta o

inmunologia.

Afinidad por el oxigeno:

Los cambios fisicos y guimicos de la Hb-F contribu-
yen para que la afinidad por el oxigeno de suspensiones ce-

lulares que la contengan, sea mayor gque la de Hb-A. Pero
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hay evidencias de que, en soluciones purificadas de Hb-A y
Hb-F, la afinidad por el oxiIgeno es semejante para ambas
(17)
hemoglobinas. La causa del diferente comportamiento se
debe a la presencia de polifosfatos orgidnicos en la compo-
sicidn intracelular. El 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)
constituye mis del 70% de polifosfatos orgé&nicos en los eri-
trocitos y sirve de regulador de oxfigeno liberadoc a los te-

jidos, o sea, gue cuando el 2,3-DPG se une a la hemoglobina,

se libera oxfgeno hacia los tejidos.

La Hb-F tiene poca afinidad por el 2,3-DPG y, por
consiguiente, mayor afinidad por el oxigeno, mientras que en
la Hb-2 sucede lo contrario. Esto hace gque la elevada afini-
dad por el oxigeno de la Hb-F facilite eficientemente la oxi-
genacidn a los tejidos fetales a trav@s de la placenta siendo

&ésta una de las funciones m&s importantes de la sangre fetal.

Cuadro Neoplisico:

En las c&lulas aisladas se llevan a cabo numerosas fun-

ciones integradas para que estas logren sobrevivir; en térmi-
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nos generales la reproduccidn y el metabolismc se realizan
gracias a complejos mecanismos enzimaticos capaces de pro-
porcionar la energia necesaria para sus funciones vitales.
De esta forma es capaz de reproducirse y a medida gue la
célula se reproduce se asocia para formar grupos de mayor
nimero capaces de realizar funciones mis complejas y espe-

cificas.

La reproduccién tiene sus limites y estd regulada
por ciertas leyes generales que la rigen, de tal forma que
la capacidad de multiplicacidén celular se mantiene constan

te al balance de los organismos como un todo.

Como un intento de interpretar la naturaleza de un
cuadro neoplidsico desde el punto de vista bioldgico se de-
fine: “Cuando la capacidad de reproduccidn de una célula
o un grupo de células viola en exceso e irreversiblemente
las leyes generales de organizacidén del individuo se produ-

(18)
ce una neoplasia”.
Existen otras definiciones acerca de las neoplasias,

pero se tienen ciertas dificultades para proporcionar una
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definicién precisa que abarque todos los tumores. Entre es-
tas dificultades se tiene que el comportamiento de los tumo-
res es variable, andrquico y dificil de predecir sistemdti -
camente, afin se ignora la naturaleza intima de la altera-
cién bioldgica que les da origen. Una definicién descripti-
va de las caracteristicas generales de las neoplasia es la
postulada por Willis: "Un tumor es una masa anormal de te-
jidos, cuyo crecimiento excede y no se coordina con el de
los tejidos normales, vy que persiste de la misma manera exce-
(19)
siva después de que cesa el estimulo que la ha producido" .

Entendiéndose como tejido normal aquel gue estd regido por

ciertas leyes para tener un crecimiento coordinado.

Las neoplasias pueden observarse desde tres puntos
de vista diferentes:

a) Como un fendmeno bioldgico gque produce un dese —
quilibrio en la vida normal del organismo multicelular, es -
to ofrece un conocimiento de los mecanismos internos de re -

produccién celular.

b) Como un grupo de lesiones clinico-patolégicas

de enfermedades que ocurren en el hombre y que reqguieren
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atencidén efectiva e inmediata.

c) Y en los casos malignos, como una tragedia de
trascendencia, no scloc para el individuo, sino para la so-

ciedad.

En la manifestacidn de un tejido tumoral se observa
un conjunto de caracteristicas comunes que las separa e indi-
vidualiza de los tejidos no tumorales, dichas propiedades
imprimen un sello en la anatomia, fisiologia, bioguimica
e inmunologia de los tejidos neopldsicos vy en el caso de tu-
mores malignos, la invasién y metéstasis es también caracte-

ristico.

Anatomia:

La anatomia de los tumores se ha estudiado en base

a las caracteristicas macroscdpicas y microscdpicas.

La observacidn macroscépicz la hace el médico al es-
tudiar directamente el tumor determinarid los sitios de ex-
ploracidn propedéuticas y/o radioldgicas y si es necesaria

la intervencidn quiridrgica. Las formas de manifestacidén de
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los tumores gue se han observado son:

a) Como una masa o "bola" que en el sentido amplio
de la palabra pertenece a lo que se define como "tumor" vy

corresponde en general a los tumores benignos.

b) Como una Glcera o pérdida de substancia.

¢c) Como una masa ulcerada.

A estos dos Gltimos corresponden los tumores malignos.

En virtud de que las neoplasias son casi siempre le-
siones localizadas es posible encontrar una serie de carac-
teristicas tales como: El tamafio que va desde el microscépi-
co hasta el monstruoso; la forma de la neoplasia depende del
tipo de crecimiento, cuando es extrinseco hay una invasién
del tejido hacia el exterior que comprime los tejidos veci-
nos, tiende a ser esférico o bien infiltrativo, se manifies-
ta como una zona endurecida de limites indiferenciados, que
cuando crece ripidamente se necrosa y ulcera apareciendo co-

mo una pérdida de substancia de bordes endurecidos.

La superficie depende del tipo de crecimiento y pue-
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de ser lisa, finamente granular o umbilicada.

El color es muy variable y algunas veces caracteris-
tico de una variedad de los tumores. AsiI, se ha observado
color café obscuro en los melanomas, verde en carcincma pri-
mario de hfgado, amarillo en carcinoma primario de rifdn.

En otros casos debido a las hemorragias o a necrosis apare-
cen dreas limitadas de color diferente, los primercs son de
color rojo al principio después con tiempo por el metabolis-

mo de la hemoglobina toman color café& amarillento o verdoso.

Dentro de las observaciones microscdpicas el parén-
gquima y el estroma son términos importantes; el primero estd
formado por células neopldsicas de origen histolbgico indife-
renciado. El estroma constituye el tejido conjuntivo gue pro-
porciona apoyc y nutricién a las neoplasias. Cuando un tejido
se manifiesta a distancia las células parenguimatosas prolife-
ran, y al llegar al nuevo sitio de crecimientc utilizan el te-
jido conjuntivo como estoma, ya sea gue se desarrolle el tumor

O noG.

Se ha encontrado gue la estructura morfoldgica de
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las c&ulas neoplisicas puede ser idéntica a las células nor-
males e inclusive reprdducir una imagen del tejido normal
que le ha dado origen, en tal caso se conoce como tejido
"bien diferenciado", mientras gue cuando se aparta total -
mente de la estructura del tejido de origen se conoce como

“"poco diferenciado" o "indiferenciado".

En general, las cé€lulas neoplisicas pueden causar
metaplasia, tumores mixtos o anaplasia y se han tratado de
encontrar por medio del microscopio electrdnico las diferen
cias entre células neoplisicas y normales, pero adn no se han
erigido las caracteristicas especificas que definan un gra -
do de malignidad, se han encontrado abundantes mitocondrias,
formas anormales y superficie irreqular en las células neo -

plasicas, lo que no es definitivo.

Fisiologia:

La mayoria de las células tumorales conservan parte
de las funciones del tejido gue les ‘da origen después de la
transformacién maligna, y los sintomas que producen los tu-

mores dependen principalmente de la localizacién en el orga-
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nismo, la funcién endbécrina y los fendmenos degenerativos
gue ocurren en ellos. Dichas condiciones se observan en la
mayoria de los tumores benignos y explican el cuadro clinico
de los enfermos. En algunos adenomas y carcinomas del tiroi-
des hay elevada produccién de hormona tiroidea, lo que pm du-
ce hipertiroidismo; “los adenomas del paratiroides producen
cuadros clinicos de hiperparatiroidismo; en carcinoma de ri--
fisn y aln los fibroleiomiomas causan algunas veces policite-
mias; los carcinomas de corteza suprarrenal pueden dar lugar
a sindrome de Cushing. En las funciones endScrinas es poco

frecuente gue se observen cuadros degenerativos.

Respecto a la localizacién en el organismo por ejem-
plo los craneofaringeomas, tumor cercano a la hipdfisis cau-
sa trastornos visuales por compresién del guiasma Sptico, de-
sarrollo somdtico retardado, diabetes insipida y somnolencia
progresiva por su efecto mecdnico en el hipotdlamo. En el
caso de los tumores malignos se presentan las tres condicio-
nes mencionadas acompafiadas de pérdida de peso, en algunos
casos fiebre, caquexia, hemorragia, ulceraciones, insomnio

(18)
y ansiedad . Muchos enfermos con tumores malignos estando

hospitalizados presentan anemia, aiin sin rechazar su ali-
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mento.

Biogufmica:

La contribucidn gque ha tenido el transplante de tumo-
res producidos por la induccidn de diferentes agentes carcinc-
génicos ha sido favorable para el estudio de la guimica de las
neoplasias. En el anilisis de fragmentos tumorales, la com-
posicién de amino&icidos, la fraccidn soluble de las protei-
nas y las potencialidades enzimiticas son muy semejantes en-
tre sf y diferentes al tipo de tejido normal que les da ori-
gen. AGn no se ha encontrade diferencias caracteristicas en
los Acidos nucléicos. Pero, cabe mencionar gue en experi-
mentos realizados en Hepatoma de Novikoff, comparados con
hfgado normal de rata se han encontrado diferencias cualita-

(20)
tivas y cuantitativas de &cido ribonucléico (mRNA) , esto
podrfa ser un factor importante de estudio pues de esto depen-

derfa la caracterizacién de proteinas normales y neoplisicas.

En la regulacién del ciclo celular normal se han lo-
grado integrar diferentes fases denominadas: Gl, S, G, M
e

y D.
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La fase Gl es un perfodo de interfase donde hay movi-
lizacién de enzimas y substratos regueridos para la sintesis
de &cido desoxirribonucléico (DNA) cromosomal, denominada
fase S. La fase G2 es un periodo entre el final de sinte-
sis cromosomal de DNA y el inicio de la mitosis llamada fa-

se M, en la cual hay una distribucidn precisa del material

genético.

En una divisién celular, tipicamente el resultado fi-
nal de la mitosis son dos células hijas representado por la
fase D del ciclo celular. La siguiente divisidn, las célu-
las hijas ingresan nuevamente a la interfase donde el ciclo
celular puede detenerse hasta gue un estimulo apropiado re-

pita el ciclo.

La capacidad gue tienen las c&lulas para regular la
secuencia de eventos gue culminan en la divisidn de una cé-
lula en dos, es aparente. Se ha sugerido gue una célula que
no se divide es porque se blogquea alguna fase del ciclo. Es-
to implica gue en cualquier divisidn celular permanente, tales
como las encontradas en los tumores, ocurren hlogueos gue

son trasladados y &sto hace gue la c8lula sea capaz de divi-
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dirse continuamente en otras diferentes seglin convenga al
medio. En la fase G; del ciclo celular normal ocurren co-
minmente dichos bloqueos o inhibiciones y todas las fases
parecen depender de la ausencia de alguna sustancia esen—-
cial o bien, por la adicién de alguna substancia especifi-
ca. Asi, se han separado substancias especificas de la di-
visidén celular obtenidas de granulocitos, higado, bazo y
células epidermales de rata. Estas substancias inhibido-
ras difieren de una a otra y se conocen con el nombre de

chalonasle]

La chalona de higado es un polipéptido de bajo pe-
so molecular (146); mientras que la chalona epidermal es una
glicoproteina de altoc peso molecular (36,000). Ademds tie-
ne efectos antimitSticos en tejidos especificos v son idea-

les para el uso en la supresit del desarrollo de estos tu-

mores.

También se han registrado cambios en la via metabdli-
ca de las células neopldsicas observindose unaglicSlisis con

. .. s (21 . . .
produccién de dcido lacticc“ ;mientras gue en la respiracién

comparable con células normales, es de tipo convencional.
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Otras diferencias se han encontrado en ciertas leu-
cemias y linfosarcomas, células que requieren de agentes
ex8genos para su desarrollo como L-asparagina y se ha pen-—
sado que tal vez el proceso de transformacidn de célula

(21)
normal a célula cancerosa sea asparagino dependiente.

En estudioé'mﬁs recientes se han demostrado la de-
ficiencia de la actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa
(G—S—PasaJZZ)en ratones con hepatoma de Novikoff y gque la
actividad de dicha enzima disminuye o se nulifican al in-

ducir transformacidén a ratones normales con 4-dimetil-

azobenceno (DAB).

Inmunologia:

Una diferencia importante encontrada entre células
cancerosas y normales es la presencia de un nuevo antigeno
(ag) de superficie, el cual al reaccionar frente a una cé-
lula normal, o el sistema inmune de un animal son reconoci-
dos como respuesta 2 una substancia extrafia, como es el ca-
so de algunas proteinas extrafias especificas de respuesta

inmune al huésped; hay nuevas evidencias que sugieren gue
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esta respuesta inmune representa los mecanismos de defensa
efectivos que mantienen muchos cinceres en latencia y algu-
nos cinceres avanzados de regresién espontinea se han atri-
buido a ellos. La importancia de la respuesta inmune en
control, del cincer es evidente porque, los individuos con
enfermedades inmunodeficientes tienen un riesgo elevado de
desarrollar cincer. Estos factores se han atribufdo a las
deficiencias en el mecanismo inmunolégico en individuos

afectados de estos des&rdenes.

La funcidn del sistema de defensa inmune se realiza
por tres tipos de células sangufneas: La célula plasmitica
la cual produce anticuerpos (Ac) especificos v por otra par-
te protefnas extrafias.' Estos Ac. circulan libremente en el
torrente sanguineo u otros cuerpo fluidos. Las c&€lulas me-
diadoras de la respuesta inmune son los linfocitos T y en
menor grado los macréfagos. Los linfocitos T son capaces de
dar una sensibilidad a un Ag y una vez sensibilizado son ca-
paces de reconocer que el Ag transfiere la informacidén a otro
linfocito todavia desconocido, por &ste camino es posible

originar una respuesta inmune de escala prolongada cuandoc
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se requiera. En el caso de c&lulas mediadoras de respuesta
inmune el sistema de reconocimiento permanece en los linfo-
citos y estas células acarrean el ataque a la célula tumo-

ral, donde puede causar la destruccidn de éstos ¢ ser recha-

zados por el huésped.

Los linfocitos sensibilizados constituyen la defensa
inmunold8gica de células cancerosas. Los macrdfagos reconocen
la célula cancerosa y otras substancias extrafias esto se cono-
ce como factor de reconocimientc vy se ha visto es una alfa
globulina que puede presentarse en suero. Se cree gue el com-
plejo del factor de reconocimiento con la c&lula tumoral es
la primera etapa requerida para la destruccidn de estas célu-
las por el macrSfago. La falta de reconocimientos del siste-
ma podrfa de otro modo, permitir a la c&lula cancerosa ser
irreconocible por los macr&fagos y as{ escapar a la destruccién
por otras células y de esta forma las c&lulas cancerosas serian
antfgenos o anticuerpos extrafios gue no son destrufdos comple-
tamente por la respuesta inmune del huésped. Asl hay un nfime-
ro de factores que suprimen la respuesta inmune normal favore-

ciendo o no el desarrollo del tumor, en ctros cascs la toleran-
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cia inmunoldgica tiere particular importancia en ciertos tu-
mores humanos producidos por transmisiones directas virales.
Otras consideraciones es gue pueden presentarse factores blo-
gueadores en suero que protegen la célula cancerosa de linfoci-
tos, son los llamados Ac. facilitadores de Hellstrom. Los
linfocitos, timicos mediadores de la respuesta inmune contra el
tumor pueden ser destrufdos o anulad s por estos factores blo-
gueadores. Sin embargo, otros estudios sugieren que el factor
blogueador es un Ac. especifico, mis recientemente se ha suge-
rido que este factor es un antigeno del tumor o un complejo
Ag-Ac se une a la célula tumoral por el anticuerpo movilizadézl)
y asi prevee el reconocimiento de la célula tumora por el lin-

focito timico.

Otro problema gue incumbe a la inmunologia es la inmu-
noseleccién. Como en cualguier divisién celular, cuando el
tumor desarrolla, las células que forman este nuevo crecimien-
to pueden ser mi&s antigenicas que otras. Unas con menor anti-
genicidad que podrfian sobrevivir, v en cada processo de selec-
cién podria explicarse la pobre antibenicidad observada por

muchos cdnceres avanzados. A pesar de estas dificultades la
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inmunologfa tumoral ofrece promesas para el control del cin-

cer, como son:

1

a) Modificar la superficie de c&lulas cancerosas

para asi aumentar su inmunogenicidad.

b) Incrementar la respuesta inmune del huésped con
el uso de inmunoadyuvantes, los mis cominmente empleados son
de tipo inespecifico como bacterias o productos de bacterias
por ejemplo el BCG el cual es un atenuante para el bacillus

tuberculosis, usado clinicamente para varios tipos de tumor.

Ademds del antigeno de superficie se han encontrado
en células cancerosas los llamados antigenos fetales los cua-
les pueden presentarse en la sangre de pacientes gue presen-—

tan un particular tipo de cancer.

El primero de estos antigenos fetales es el antigeno
carcigenoembrionario, encontrado frecuentemente en cancer de
colon, recto, pincreas y otros Organcs. Sin embargo, este
antigeno se encuentra algunas veces en ausencia de tumores

particularmente en procesos inflamatorios.

Un segundo antigeno fetal es la llamada alfa feto pro-
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teina observada en pacientes con hepatomas; mientras un
tercer antigeno fetal es una proteina gistrica fetal encon-
trada en el jugo gistrico en un 96% de pacientes con carci-
noma gistrico y en un 14% de pacientes con tllcera péptica.
Estos tres antigenos fetales se encontraron en tejido fetal
o embrionario, pero no en tejido adulto normal; esto sugie-
re que la informacién genética codificada para estos antige-
nos es funcional en el desarrollo embrionario, pero permane-
cen en latencia durante estados de tolerancia de desarrollo

y son nuevamente expresados durante la carcinogénesis.



III.- Material y Métodos.
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El material biol&gico estuvo constitufdo por 199 san-
gres heparinizadas obtenidas en estado basal o no procesadas
en el transcurso de las siguientes 24 horas, &stas se clasi-

ficaron por grupos:

A.- 22 fueron de corddn umbilical obtenidas en las

salas de partos en el momento del nacimiento.

B.- 22 fueron de las correspondientes sangres veno-
sas maternas obtenidas 15 minutos después de haber expulsa-

do la placenta.

C.- 25 constituyeron la poblacién clinicamente sana,
con los gue se establecieron los valores de referencia de

nuestro medio.

D.- 130 (96 mujeres y 34 varones) enfermos cancero-

508.

Nota.- Las condiciones para el grupo C y D fueron
las siguientes:

l.- Personas de ambos sexos,cuya edad oscild entre
25 a 60 afios,; sin transfusidén durante los liltimos 6

meses previos al estudio.
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2.- Se excluyeron los gue mostraron antecedentes
familiares de hemoglobinopatfas y mujeres embara-

zadas.

3.- En el grupo D se comprobd histopatoldgicamente

la existencia de una neoplasia, se seleccionaron los
pacientes sin tratamiento durante la evclucién de

su enfermedad. No se tomd en consideracidn el tiem—
po de evolucién del padeciminto, el estadio clinico,

ni la estirpe histolégica.

En todos los grupos se corrieron espectros de absor-—

cidén y se determiné la Hb-T y Hb-F por los métodos de:

1) Desnaturd izacién Alcalina (Singer y col.>)

2) Elucidn Acida (Kleihauer vy col.%)

3) Resistencia &cida de la Hb-F

DETERMINACION DE HEMOGLOBINA FETAL POR EL METODO DE DESNATU
RALIZACION ALCALINA.

FUNDAMENTO:

La propiedad gue tiene la Eb-F de ser mds resistente



31

gue otras hemoglobinas a la accién de agentes alcalinos en
un periodo de tiempo exacto, se aprovecha para su determina-

cidn.

La hemoglobina fetal no se desnaturaliza por la
accién de un reactivo alcalino en un tiempe exacto; asi, la
hemoglobina desnaturalizada se precipita simultineamente por
la adicidén de una solucidn que baja el pH y se elimina por

filtracién.

La hemoglobina inalterada se cuantifica espectrofo-
tométricamente a 540 nm. expresando el porcentaje de la can-

tidad de hemoglobina inicial.
APARATOS:

Centrifuga Sorval

Densitémetro Gilford 240

REACTIVOS:

l.- BSolucién desnaturalizante

KOH N/12 & NaOH N/12 (pH 12.7) Modif. 0.1 N
(pH 13.4)
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Conservarla en refrigeracidén en frasco sella-
do con parafilm.

2.- Solucién precipitante:

800 ml. de (NH4)2SO4 al 50% de saturacidn mds

2 ml. de HC1l 10 N.
3.- Tolueno Q.P.
4.~ Solucién salina 0.85% de NaCl

S Agua destilada.
PROCEDIMIENTO:

Parte I
1l.- Se toma 1.0 ml. de sangre venosa, se coloca en
un tubo de centrifuga y se lleva a un volumen
de 10 ml. con solucién salina.
2.- Se centrifuga a 2,000 r.p.m. durante 5 minutos.
3= Se descarta el sobrenadante.
4.~ A las células lavadas se agrega 15ml. de agua
destilada vy 4.0 ml. de Tolueno Q.P.
5.~ Se agitan los tubos manualmente durante 5 minutos.
6.- Se centrifuga la mezcla a 3,000 r.p.m. durante

20 minutos.
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7.- Se descartan las dos capas superiores y la so-
lucidén roja clara se filtra y se diluye 1:10
con agua destilada.

8.~ Se determina la Hb-T a 540 nm. y se lee contra
un blanco de reactivos en el espectrofotdmetro.

Parte II

9.- Se colocan 0.2 ml. de NaOH 0.1 N en un tubo se-
rolégico.

10.- Se incuba a 20°C en bafio maria durante 2 minu-
tos.

11.- Se retira del bafic y se agrega 0.2 ml. de Hb
del paso nimero 7.

12.- Se agita manualmente cada tubo durante 10 se-
gundos.

13.- Después de 1.0 minuto exacto de gue se introdu-
jo la Hb en la solucidén desnaturalizante se
agrega 6.8 ml. de solucidn precipitante.

l4.- Se invierte & veces cada tubc y la mezcla se

filtra inmediatamente a través de una doble ca-
pa de papel filtro. Se lee a 540 nm. contra un

blanco de reactivos.
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Con el objeto de optimizar el método se hicieron las
(3)

siguientes variantes a la Técnica original de Singer.

x.=

Estudio de la solucidn de lavado.

a) Se mezcld la sangre con la solucidn salina, se

centrifugé a 2,000 r.p.m. por 5 minutos, se descartd el so-

brenadante y se trabajd sobre el paquete de gldbulos rojos.

b) Se mezcld manualmente la solucidn salina con la

sangre durante 5 minutos, no hubo separacidén y se trabaijd

con la solucién rojiza.

NOTA.- Se utiliz§ sangre materna, leida contra cada
uno de los reactivos, a 540 nm.

D. O. = Absorbancia
D. Q. D B
Hb-T sin/solucidn salina con/solucidén salina
Agua dest. 0.430 0.320
Tolueno 0.400 0.320
Solucién salina 0.400 0.320
Tol. v sol.salina 0.400 Inestable

Tol. sol. salina y agu=z 0.400 0.280
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2.- Estudio del tiempo de incubacidén con la solucidn des-
naturalizante.
Se estudid el tiempo de incubacién ya que en la Téc-
nica original no estd especificado: a los 2, 4, 6, 10, 15,
20 v 30 minutos, se decidid dejar el de 2 minutos ya que
entre mayor tiempo de incubacidn de la solucidn desnaturali-

zante eran mis despreciativas las lecturas.

NOTA: Se utilizd sangre materna y de corddén umbili-

cal.
Hb-T D. O.
Madre 0.810
Cordén 0.950
Hb-F D. ©O.

Tiempo/ min. Madre Cordén umbilical
2.0 0.039 0.130
4.0 0.058 0.11¢0
6.0 0.043 0.100

10.0 0.040 0.090
20.0 0.041 0.100
30.0 0.040 0.070
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3.- Estudio de la concentracidén de la solucidn desnaturali-
zante.
Se estudid el efecto de la concentracién de la solu-
cidén desnaturalizante, utilizando diferentes ml. de NaOH 0.1 N
y NaOH N/12. Se decidid continuar trabajando con NaOH 0.1 N

porgue se encontrd que eran més estables las lecturas.

NOTA: Se utilizd sangre materna.

Hb-T D.O‘
Madre 0.720
Hb - F
D.O. D.0O.
ml. NaOH N/12 0.1 N
0.05 0.040 0.040
0.10 0.020 0.025
0.60 0.013 0.050
1.60 0.015 0.080

3.20 0.0lc 0.100
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4,- Estudio de la estabilidad de la muestra para Hb-T

dejada por dfas a 4°C.

NOTA: Se utilizd sangre:
Materna

Corddén umbilical

Neopldsica
"Normal®
H - T
D.O.
Dias transcurridos: lo. 20. 30. 40.
Madre 0.810 0.755 0.750 0.730
Cordén 0.950 0.928 0.920 0.920
Neoplisica 0.760 0.700 0.720 0.680
"Normal" 0.765 0.750 0.710 0.660
Hb - F
lo.
Madre 0.081
Corddn 0131
Neoplasica 0.168

"Normal" 0.010
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Curva de Calibracién con Acuglobin para Hb-T.

Se utilizé un Patrén con 60.2 mg. de hemoglobina co-

me Cianometahemoglobina por 100 ml. (0.0602 g.%).

Se determind la D.0O. del contenido de 5 ml. de Patrdn
sin diluir y de una solucidn diluida 1:1 con Diluyente Aculu-

te a 540 nm., como se observa en la Grafica nimerc 1.

Factor de Dilucién.- Se obtuvo al relacionar el va-
lor hemoglobinico del Patrén en g% de hemoglobina en sangre
completa del paciente; 0.02 ml. de sangre completa y 5 ml.

de diluyente, Dilucidén 1l:251.

Los valores de Patrén en g% sin diluir y diluido se

multiplicaron por el factor de dilucién.

g% del Patrdn = Factor
Sin diluir 0.602 x 251 = 15.11
Diluido 0.301 b'e 251 = =55
Patrén D.O. g% de hemoglobina
Sin diluir 0.380 365,11

Diluido 0.195 7.55
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Estandarizacidn de la Técnicz de Singer.

Se considerd gue en el recién nacido la Hb-F consti-
tuye del 70 al 90% del total de la masa hemoqlobinica8 Y que
en la sangre materna postpartum también se eleva dicha hemo-
globina. Por tal razdn se tomaron como parametros estas
hemoglobinas para estandarizar la(s) técnica(s) empleada(s),

asi como en la sangre neopldsica y “"normal".

Espectro de Absorcién:

Se determiné para la Hb~T v Eb-F de cada unz de las
muestras antes mencionadas corridas contra un blanco de

reactivos. (Figura ndmero 3)

Precisidn:

Se determind por la reproducibilidad en 10 muestras

con D.0. de Hb-T conocidas. (Tabla niimero 2)

Recuperacidn:

Se determin$ la Hb-F en cada una de las muestras por

separado ("normal", madre y corddn umbilical).
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a) 1.0 ml. de cada muestra se mezcld con otra, v

de ahi se tomd 1.0 ml., se determiné Hb-T v Hb-F.

b) De los filtrados de Hb-T ya leidos se tomd
1.0 ml. de cada uno, se mezclaron, de ahi se tomé 1.0 ml.

y se determiné Hb-F. (Tabla nimero 3)
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TABLA NUMERO

2

Madre (M)

Cordén umbilical (C)

Neoplasia (N)

Nimero de
Tubo

9.
10.

Media (X)
Desviacidén
st. S.
Error %

REPRDO

Hb g

Hb -
D.0. (M) %
0.090 111X
0.081 10.0
0.088 10.86
0.090 11.11
0.086 1l0.61
0.0%0 11.11
0.090 J1.13
0.090 % I N |
0.088 10.86
0.086 10.61
0.087 10.726
0.004 0.383
5

DUCIBILIDAD

&
o
.
o
.

D.O.

0.135
0.135
0.133
0.131
0.133
0.133
0.133
0.133
0.131
0.135

0.131

0.101
8

0.810
0.950
0.7€0

(c)

%

14,21
14,21
14.0
13.7
14.0
14.0
14.0
14.0
13.70
14.21

14,0

0.0l16

42.

D.0. (N)

0.l1l08
0.115
0.lo8
0.110
0.110
C.111
0.1l0
0.105
0.:)15
0.106

0.110

0.003
3

%

14.21
15.13
14.21
14.47
14,47
14.60
14,47
13.81
1513
13.94

14.45

0.438



TABLA NUMERO 3

Individual

Madre (M)

Cordén Unmbilical (C)

"Normal"” ("N")
Mezclas:

eru Y (c}
llNu Y (M}
M) y (C)
"N", (M) y (C)

Filtrados:

"Ny ()
IlNII y (M}
™ ¥y (©)
"N", M) y (C)

Hb-~T D.O.
Exp.

0.705
0.908
0.767

0.907
0.765
0.800
0.815

0.835
0.800
0.813
0.800

D.O.
Tebrico

RECUPERACION

0.81c
0.950
0.760

0.838
0.736
0.821
0.7%

0.830
0.763
0.8l10
0.795

Hb-T

W

43.

%
Hb-T
Recuper.

87
95
lo0

108
103

99
102

100
104
100
100

= 99.81

Hb-F
D. O.

0.155
0.171
0.172

0.193
0.1le2
0.153
0.14¢9

0.175
0.1l8g
0.167
c.182
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TECNICA DE ELUCION ACIDA

REACTIVOS

1. Metanol puro

2. Solucidn de Scido citrico M/6

3. Solucién de KH,PO, M/6

4. Solucidn de Eosina 1%

5. Agua destilada

6. Amortiguador pH 3.9, mezclar:
4 partes de 3cido citrico M/6

5 partes de KH2P04 M/6

PROCEDIMIENTO
Secar frotis al aire.
Fijacién por 3 minutos en metanol.
Secar rédpidamente con aire frio.
Sumergir en el amortiguador por 2 minutos.
Lavar con agua destilada por 5 segundos.

Sacudir el frotis.

Ponerlo en soluci én de eosina por 1 minuto.

Lavar con agua destilada por 5 segundos.

44,
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Secar con aire.

Obkservar ol microscopic.

Para las leckturas se observé todo el frotis con el
objerive de 10X y en el campe donde hay espacic entre los
gritrocitos fantasmas y log que tienen una mayor coloracién,
se hizo la cuenta, o sea, los primergs eritrocitos son de
Hb~T v los segundos de Hb-F que resistieron al medio &cido.
Para contarlos se hizo por cuadrantes sigulendo siempre el

mismo orden v la direccidn de las manecillas del relo:.

Expresado el porciento referido a un total inicial de 1000.

o

{(Figurs nd

FIGURA 4,- Preparacidn con la técnica de elucidn
adcida, se observan dos tipos de eritro
citos: a) con elevadas cantidades de
Hb=F, b) con bajas cantidades.
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CAMARA DE NEUBAUER

Se utilizd la Cdmara de Neubauer para la cuenta de
glébulos rojos (GR) con el objeto de correlacionar las lec-
turas obtenidas en ésta, y la Técnica de Elucidn Acida; pa-
ra ésto se emplearon los mismos reactivos gue en la elucidn

dcida y se estudid:

l.- El pH 6ptimo de los eritrocitos hasta el cual

permanecieron estables a la destruccidn.

2.~ La cantidad de gotas de eosina para colorear

los eritrocitos.

3.~ El tiempo a partir del cual ya no hubo destruc-

cién de eritrocitos.

1.- Para el estudio del pH 6ptimo de los eritroci-
tos en el cual hubo resistencia al medio dcidc, se emplea-

ron tres soluciones de NaOH de diferente pH:



NaOH
NaOH

NaOH

ml. de Agua  NaOH,

destilada gotas
10 2 (a)
10 2 (b)
10 2 (c)

47.

pH Solucidn
13.2 (a)
12.5 (b)
11:3 (e)
Eosina
gotas (gt) pH Observaciones
2 13:2 Desaparecen
2 125 Desaparecen
2 11.3 Desaparecen

A la solucidn se le fue agregando:

5
8
10

1o
20

10 2 (a)

2 10.1 Desaparecen

2 9.4 Desaparecen

2 8.5 2 fantasmas
y pigmentos

2 7.3 Pigmentos

2 6.5 Eritrocitos
deformes

2 5.5 Miés coloreados

Se agregd 0.5 ml. de amortiguador pH 3.9 - 5.0 4 Eritrocitos

4.5 ml.

Se agregd 5.0 ml.

completos
2 4.0 35 Eritrocites
bien coloreados

5] 4.0 Eritrocitos

regqularss total

68




ml. de Agua NaOH Eosina
destilada gotas gotas (gt) pH

Se baja el pH con &cido acético, 0.5 ml.
10 ml. agua, 5 ml. amor

tiguador 6 3.5

48.

Observaciones

Precipita el coleo-
rante y desapare-
cen los eritrocitos.

A pPH 2.5 y 2.0 desaparecen los eritrocitos y poco

a poco precipita el colorante. Por lo gue hasta agui el

pH adecuado fue de 4.0.

2.- Se buscd la cantidad en ml. de amortiguador y

gotas de colorante en gue no habia formacién de precipita-

do.

Se colocaron 2.0 ml. de solucidn amortiguadora

PH 3.9 en 10 vasos de precipitado y se adicionaron de 1 a

10 gotas en cada uno, colorante de Eosina al 1%. Se hizo

lo mismo en otros 10 vasos de precipitado con 2.0 ml. de

solucidn salina.

En todos los casos se tomd sangre con la Pipeta

Clay-Adams hasta la marca de 0.5 v se afordé con cada una

de las soluciones anteriores.
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Formacién de Eritrocitos

Eosina Amorti precipitadc en la
Gotas guador en vaso cédmara

1 2 poco (+) mal coloridos (=)

2 2 + -

3 2 + -

< 2 ++ -

5 2 +++ +

6 2 ++ LR

7 2 +++ b+t

8 2 +++ 4+

9 2 -+ 44+
1o 2 iy 4 (%)

(*) Tincidn adecuada.

En el vaso hubo mis formacidén de precipitado al ir
aumentando la cantidad de gotas, desde 4 gotas hubo pérdi-
da de eritrocitos permanecieron en el fondo fantasmas. A
partir de 8 gotas no hubo eritrocitos, casi todos se des-

truyeron, permanecieron solamente fantasmas.
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Formacién de Eritrocitos

Eosina  Solucidn precipitado en la
gotas Salina ml. en vaso cdamara

1 2 + -

2 2 + -

3 2 ++ -

4 2 ++ -

5 2 +t ++

6 2 4t ++

7 2 +HE -+

8 2 +++ e 2

9 2 ++ ++++
_1o 2 bt et

++++ Tincidn adecuada

Al ir agregando las gotas de eosina fue incrementdn-
dose la formacién de precipitado, en la cimara con 6 gotas
se colorearon los eritrocitos, con formas regqulares y bien
definidas. A partir de 8 gotas habia coloracidn pero tien-

den a agruparse los eritrocitos.

3.- Estudio del tiempo a partir del cual ya no hubo destruc
cién de eritrocitos. Se empled la cantidad constante de so-

lucidn amortiguadora de 10 ml. con varias gotas de eosina.
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Eosina
gotas PH TIBMNPO

4 39 1 minuto
Eritrocitos nitidos, coloreadcs, otros
alargados. No hay fantasmas.
10 minutos
Eritrocitos irregulares pero nitidos,
unos coloreados empiezan a verse fan-
tasmas.
20 Minutos
Numerosos fantasmas.
30 minutos
Numerosos fantasmas.

5 3.0 1 minuto
Eritrocitos irrequlares poco nitidos.
10 minutos
Aparecen fantasmas.
20 minutos
Hay mias fantasmas.
30 Minutos
Abundantes fantasmas.

5] 39 1 minuto

Eritrocitos  loreados, rgulares, ni-
tidos y coloridos.

10 minutos
Eritrocitos irregulares, empiezan a
aparecer fantasmas.
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Eosina
gotas PH TIEMPO

20 minutos
Eritrocitos nitidos, coloreados, hay
fantasmas.

30 minutos
Abundantes fantasmas.

42 minutos
Eritrocitos irregulares, abundantes
fantasmas.

60 minutes
Irregulares v abundantes fantasmas.

7 3.9 Sucede lo mismo que con 6 gotas de eo-
sina.

8 3.9 1 minuto
Eritrocitos bien coloreados.

20 minutos
Numerosos fantasmas.

10 3.9 1 minuto
Hay precipitado, tendencia de los eri-
trocitos a agruparse.
30 y 50 minutos

Abundantes fantasmas.

Se decidid hacer las lecturas hasta los 30 minutos v

emplear 6 gotas de eosina, porque después de ese tiempo no

hay estabilidad en las lecturas.
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Para reportar el porciento de Hb-F en la Técnica
introducida por nosotros, utilizando la Camara de Neubauer
y de acuerdo a los experimentos llevados a cabo, dicha téc-

nica quedé establecida como sigue:

REACTIVOS:

T

1.~ SOIucigg'de Fosina 1%.

2.- Amortiguador pH 3.9 mezclar:
4 partes de acido citrico M/6
5 partes de KH2£’04 M/6

3.~ Solucidn salina 0.089%% de NaCl

4,- Solucién "A": 10 ml. de amortiguador pH 3.9

mds 6 gotas de eosina 1%.
MATERIAL:

Pipeta Clay-Adams para gl&bulos rojos.

Camara de Neubauer.
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PROCEDIMIENTO:

1. Se toma por duplicado, sangre heparinizada con
la pipeta para glSbulos rojos hasta la marca 0.5 partes

(hasta 101)

2. Se afora una de las pipetas con Solucidén “R.

y la otra con solucidn salina.

3. Se agita 12 veces manualmente y se desechan las

primeras gotas.

4. Se coloca una gota en la Camara de Neubauer, se
observa al microscopio y se cuentan los gl&bulos rojos al

minuto de haber preparado la pipeta.

5. ILa segunda lectura se hace a los 30 minutos de
haber preparado la Cdmara, se observa que han desaparecido
un gran numero de eritrocitos permaneciendo Gnicamente ague-
llos gue son resistentes o sea, los que contienen Hb-F.

(Figura nGmero 5).
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CALCULOS::

Lectura:

30 minutos Solucidén "A" x 100 = % Eritrocitos de
30 minutos Solucién salina Hb-F resistentes.



pritrocitos cn la Cémara de

Neulzauer .



IV.- Resultados.



TABLA NUMERO 4

VALORES DE HE-F DE PERSONAS

57.

"CLINICAMENTE SANAS"

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Cémara de
Nimero 540 nm. 540 nm. % % __Neubauer %
" & 0.820 0.000 0.00 0.3 32.17
2 0.601 0.000 0.00 (2 55 § 43.24
3 0.730 0.000 0.00 0.2 T71.53
4 0.710 0.010 1.40 0.1 49,15
5 0.730 0.010 1.37 0.3 4.91
6 0.700 0.000 0.00 0.4 7.00
7 0.844 0.086 0.19 0.5 18.18
8 0.797 0.053 6.65 0.5 53, 15
9 0.691 0.036 52 1.0 28.66
10 0.660 0.051 o 0 e oy | 6.94
11 0.810 0.010 1.23 0.2 3.49
12 0.855 0.010 1.16 0.5 00.0
13 0.845 0.01l0 1.18 0.5 0.00
14 0.790 0.010 1.26 Qs 0.00
15 0.786 0.012 1.53 0.0 5.95
16 0.778 0.017 2.26 0.0 15.95
17 0.838 0.012 153 0.2 22.17
18 0.778 0.022 2.85 0.2 27.03
19 0.762 0.012 1.64 0.0 30:.55
20 0.800 0.020 259 0.3 31.45
21 0.752 0.019 2.58 Q45 70.57
22 0.815 0.033 4,14 0.2 30.81
23 0.787 0.023 2.94 0.6 32.16
24 0.718 0.041 5.71 0.0 6.5
25 0.693 0.053 7.65 0.2 4,2
T-25
X 2.5 0.34 24.07
T 2.36 0,255 21.80
Limites de confiabilidad 3.8 0.2- 0.48 0 - 36.5%
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TABLA NUMERO 5

VALORES DE HB-F EN CARCINOMA CERVI®M® UTERINO

58.

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Cimara de
Nimero 540 nm. 540 nm % % Neubauer %
1
2 0.665 0.100 15.03 0.5 5.2
3
4 0.705 0.150 21.70 0.4 56.39
5 0.750 0.1lo00 13.33 1.0 34.18
6 0.460 0.100 21.74 0.8 4.02
7 0.300 0.100 33.33 0.6 l6.02
8 0.676 0.052 7.69 3.8 53.63
9 0.538 0.047 8.73 2,3 55,73
10 0.676 0.151 23.33 1.3 23.66
11 0.691 0.084 12.15 0.9 23.85
12 0.592 0.103 17.39 1.7 37.96
13 0.687 0.100 14.55 0.8 25.41
14 0.465 0.044 9.46 4.3 38.79
15 0.728 0.189 25.96 9.6 49.89
16 0.563 0.140 24.77 0.4 87.5
17 0.468 0.103 22.00 1.1 8l.12
18 0.552 0.168 30.43 0.7 32.79
19 0.617 0.184 29.82 1.1 63.05
20 0.671 0.081 12.07 0.6 12.72
21 0.587 0.103 17.54 1.4 53.87
21
= 17.19 1.64 41.34
L 9.28 Sl 22.45
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TABLA NUMERO 6

VALORES DE HB-F EN DISPLASIA DE CUELLO UTERINO

Muestra Hb-T Hb-F T.. Singer E. Bc. Camara de
Nimero 540 nm 540 nm % % Neubauer %
1 0.655 0.100 15.26 0.6 46.70
2 0.700 0.150 21.42 1.2 53.94
3 0.600 0.150 25,00 1.0 36.36
4 0.550 0.100 18.18 09 3.3%

5 0.715 0.100 13.98 0.4 50.00
6 0.550 0.100 18.18 0.5 77.78
7 0.690 0.064 9.27 5y 40.43
8 0.702 0.141 19.52 1.4 13.40

T=8
x 17.30 0.96 40.06

T 8.20 0.46 22.45
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TABLA NUMERO 7

VALORES DE HB-F EN CARCINOMA DE ENDOMETRIO Y OVARIOQ

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Cémara de
Nimero 540 nm 540 nm % % Neubauer %
1 0.759 0.042 5.60 2.5 44,80
2 0.568 0.061 10.73 1.0 77.03
3 0.567 0173 30.50 1.0 81.77
4 0.652 0.082 13.57 0.8 32.44
5 0.737 0.115 15.60 1.4 13.86
6 0.680 0.048 7.05 1.5 40.26
7 0.487 0.038 7.55 0.9 18.00
8 0.766 0.040 5.22 4.8 49.11
] 0.554 0.027 4.87 2.0 31.08
10 0.347 0.047 13.54 0.6 55.37
11 0.697 0.167 23.95 0.9 42,11
12 0.591 0.155 26.22 0.3 29.85
13 0.675 0.105 L5585 0.4 41,33

T= 13
X 16.28 1.37 42.84

g 8.35 1.2 19,92
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TABLA NUMERO 8

VALORES DE HB-F EN MASTOPATIA FIBROQUISTICA Y
FIBROADENOMA MAMARIO.

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Cimara de
Nimero 540 nm. 540 nm. % % Neubauer %
L 0.681 0.005 0.73 2.6 60.61
2 0.646 0.150 i W A Tub 55.18
a3 0.632 0.073 1k.B5 b I 21.49
4 0.734 0.055 7.49 17 23. 37
5 0.678 0.063 9.29%9 0.4 38.82
[ 0.680 0.137 20.14 2.0 58,80
7 0.728 0.074 10.16 2.9 55.76
g8 0.712 0.121 16.99 4.8 22.87
9 0.652 0.053 8.0¢ 0.8 31.64
10 0.659 0.048 7.28 0.5 27.36
11 0.692 0.051 7.36 0.4 28.89
12 0.581 0.037 6.36 B 14.05
13 0.651 0.135 20.73 2.8 52.92
14 0.647 0.118 18.23 lo.2 61.33
15 0.611 0.100 16.36 0.3 52.29
1e 0.633 0.109 17.21 .6 42.23
17 0.886 0.203 22.91 4.9 15.13
18 0.684 0.112 16.37 0.9 21.14
19 0.744 O 21T 29.16 1.8 28.68
T = 19
X 15.58 2.32 37.50

a 8.04 2.4 16.59
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TABLA NUMERO S

VALORES DE HB-F EN CARCINOMA MAMARIO

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Camara de
Nimero 540 nm 540 nm % Neubauer %

52

1 0.615 0.035 5.69 1.5 40.26

2 0.593 0.084 14.16 3.8 15.11

3 0.669 0.028 4.18 2.8 98.57

4 0.698 0.018 3.27 2.8 27.02

5 0.755 0.024 3.17 1.5 53.99

6 0.613 0.029 4.73 2.0 36.15

7 0.760 0.046 6.00 1.0 24.19

8 0.702 0.073 10.39 3.2 50.68

9 0.705 0.042 5.95 5.2 54.00
10 0.648 0.088 13.58 2.2 57.97
11 0.708 0.084 11.86 I3 12.66
1z 0.565 0.023 4.07 3.2 15.42
13 0.539 0.102 19.10 1.2 24.86
14 0.526 0.052 9.88 0.4 56.06
15 0.735 0.051 6.93 1.0 38.08
16 0.645 0.095 14,72 1.5 75.46
17 0.723 0.147 20.60 1.9 26.58
18 0.606 0.058 9.57 0.8 16.52

T= 18

¥ 14.15 1.73 41,59

T 7.738 1.16 23.11



TABLA NUMERO 10

VALORES DE HB-F EN CARCINOMA DE PROSTATA

Y TESTICULO

63.

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Cimara de
Nimero 540 nm 540 nm % % Neubauer %
1 0.710 0.050 7.04 0.3 14.23
2 0.643 0.107 l6.64 p 20.97
3 0.743 0.176 23.68 0.4 20.98
4 0.777 0.072 9.26 2.6 49.81
5 0.671 0.047 7.00 2.9 39.63
5} 0.572 0.085 14.86 P ik 35.66
7 0.719 0.11%9 16.55 13 4.00
8 0.656 0.010 1.52 5.3 69.19

T=
x 13.96 1.94 26.46
v 7.85 1.56 15.90
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TABLA NUMERO 11

VALORES DE HB-F EN CARCINOMA EPIDERMOIDE

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Cémara de
Nimero 540 nm 540 nm o5 ok Neubauer %
1 0.712 0.066 9.26 1.9 40.43
2 0.500 0.019 3.8 0.5 47.65
3 0.842 0,123 14.60 1.2 39.30
4 0.762 0.043 6.16 3.0 13,11
5 0.626 0.309 49.36 2.0 79.34
9 0.740 0.314 42,43 0.6 39.9%6
7 0.621 0.047 7.56 0.7 28.92

T=17
= 14.34 1.85 43,30

g 9.02 1.47 21.29



TABLA NUMERO 12

VALORES DE HB~F EN CARCINOMA DE TIROIDES

65.

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Camara de
Nimero 540 nm 540 nm o % Neubauer %
1 0.698 0.101 14,46 4.5 372
2 0.594 0.067 11.29 2.9 17.99
3 0.548 0.069 12.59 i.9 50.68
4 0.013 0.334 33.00 0.2 le.74
T= 4
- 14.54 1.61 33.46
9.01 L.37 l6.41



TABLA NUMERO 13

VALORES DE HB-F EN SARCOMAS

66.

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Cémara de
Nimero 540 nm 540 nm % % Neubauer %
1 0.787 0.015 1.90 2a2 34.48
2 0.65% 0.057 8.64 5.1 45,75
3 0.581 0.073 12.56 0.5 46.74
4 0.509 0.078 15.32 1.9 68.84
5 0.733 0.158 21,55 1.0 23.12
6 0.785 0.125 15.92 0.5 16.72
7 0.609 0.092 13.46 0.3 22.54
T =
x 14,23 1.82 39.27
~
8.84 1.49 18.78
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TABLA NUMERO 14

VALORES DE HB-F EN CARCINOMAS HEMATOLOGICOS

Muestra Hb-T Hb-F T. Singer E. Ac. Camara de
Nimerc 540 nm 540 nm A o Neubauer %
i 0.486 0.030 6.17 4.1 68.36
2 0.689 0.092 13,35 3.9 64.96
3 0.731 0.126 17.23 3.9 30.00
4 0.741 0.098 13.22 Ll 17.57
5 0.672 0.225 33.48 0.5 23.15
6 0.602 0.041 6.81 0.2 28.57
T= 6
x 14.57 2.22 38.76
r

9.01 2,27 22.07
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TABLA NUMERO 15

VALORES DE HB-F EN CARCINCMA DE COLON Y VARIOS

Muestra Hb-T Hb-F Singer T. E. Ac. Cimara de
Nimero 540 nm 540 nm % % __Neubauer %
i 0.496 0.041 8.26 a5 25.87
2 0.258 0.019 6.97 2.4 33.23
3 0.764 0.021 2.74 2.0 56.04
4 0.638 0.037 5.79 0.4 32,79
5 0.538 0.115 21.37 3.3 21.31
6 0.705 0.080 11.34 0.6 14.75
7 0.593 0.053 8.93 1.3 58.92
8 0.759 0.061 8.03 4.3 17.31
9 0.664 0.207 31.17 0.6 32,25
10 0.631 0.090 14,26 4.6 47.20
11 0.598 0.126 21.07 1.2 30.07
12 0.711 0.135 18.98 1.9 36.88
13 0.707 0.192 25.74 2.2 17.94
14 0.417 0.040 9.83 1.0 21.73
15 0.684 0.1l62 23.68 2.7 43.19
16 0.533 0.125 23.45 T 57.38
17 0.659 0.213 32.32 0.4 31.05
18 0.728 0.099 13.59 1.3 24.05
19 0.591 0.033 5.58 0.5 37.06
T = 19
X 14.69 228 33.63
r

8.99 2.24 13.62
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El estudio realizado de la Determinacién d e Hemoglo-
bina Fetal en un grupo de enfermos cancerosos fue con el ch-
jeto de una ayuda diagnéstica mas, en este tipo de padecimien-
tos cuya frecuencia ha aumentado en la actualidad y tener asi
mismo una valoracién temprana que pueda servir mds al clini-

co gue los asiste.

Primero.- Se valuaron las técnicas para la cuantifi-
cacidn de Hb-F comparada con:
a) La de Elucidn Acida vy

b) La que utiliza la Camara de Neubauer.

Las técnicas empleadas de Singer y de Elucidén Acida
yva conocidas y la de Neubauer puesta en experimentacién por
nosotros. Para tomar como referencia la Técnica de Singer
la cual, en algunos pasos fue modificada en: Efecto del la-
vado, tiempo de incubacién y concentracién de la solucién
desnaturalizante con el objeto de optimizar el método. Una
vez establecidos los puntos anteriores se estudié su repro-
ducibilidad como se muestra en la Tabla nimero 2 gue fue de
0.016 y el porcentaje de recuperacién que fue de 99.81% co-

mo se muestra en la Tabla nimero 3.
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La Técnica de Kleihauer de Elucidn Acida también es-
tudiada y se decidié trabajarla en la forma original, ya que
experimental mente se obtuvo buena reproducibilidad. Para la
tercera Técnica de Resistencia Acida en Camara de Neubauer
basada como las anteriores en la resistencia gue presentan
los eritrocitos con Hb-F adaptada por nosotros como una nueva
técnica con el fin de hacerla cuantitativa, va gque la de Elu-
cidén &cida (frotis) se considera o la consideramos cualitati-
va exclusivamente por lo cual se utilizaron los mismos reacti-
vos y encontramos el pH Sptimo de los eritrocitos hasta el
cual permanecieron estables, que fue de 4. La cantidad de go-
tas de eosina al 1% en solucién amortiguadora pH 3.9 y solu -
cién salina en gue no hubo formacién de precipitado que fue
de 10 gotas de eosina y 2ml. de amortiguador. Sin embargo
cuando se estudid el tiempo a partir del cual ya no hubo des-
truccibén de eritrocitos se usé solucién amortiguadora 10 ml.

y también se variaron las gotas de eosina por agregar en el
que en este caso encontramos gue la cantidad en gotas de eo-
sina fueron 6 y el tiempo adecuado de 30 minutos, ya gque obser-
vamos gue con 10 gotas de la solucidén de eosinaz presentd un

precipitado y una tendencia de los eritrocitos a agruparse.
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Una vez establecida la metodologia a emplear se pro-
cedidé al estudio de establecer los valores de referencia en
un grupo control por cada una de las tres técnicas empleadas,

que se presentan en la Tabla nimerc 4 y donde se encontraron:

Técnica: Singer Elucién Acida C. Neubauer
% % %
573 2.5 0.34 24

Limites de

Confiabilidad
9%% .2 & 3.8 0.20 a 0.48 0.0 a 36.5
Prueba de "t" - 4.619 5.445

P « ¢ 0.001

y cuya dispersién de valores se presentan en las graficas

nimeros 2, 3 y 4.

Al estudio de la "t" de Student para la comparacidn
de ellos se encontraron con diferencias significativas por
lo gue pensamos gue se real icen las muestras por los tres
métodos para tener mayor seguridad del resultado que se re-

porte.
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Lo anterior se hizo para tener los valores de refe-
rencia y poder comparar los resultados de los enfermos es-

tudiados.

Al estudio de los 130 enfermos cancerosos sin sepa-
racidén de estirpe histol8gica, después de obtenidos los re-
sultados se separaron por grupos de acuerdo al o los drganos
afectados, por lo cual presentamos los resultados de ellos
en las Tablas nimero 5 a la nfimero 15, vy cuyos valores medios

de cada grupo fueron:



Diagnéstico com- Nimero de
-probado histo- -Pacien-
patolégicamente tes
Carcinoma Cérvi-

couterino 21
Displasia de cue—

llo uterino 8
Carcinoma de endo-

metrio y ovario 13
Mastopatia fibro-

guistica y Fibroa-

denoma mamario 19
Carcinoma mamario 18
Carcinoma de Prdsta-

ta y Testiculo 8
Carcinoma epidermoide 7
Carcinoma de tiroides 4
Sarcomas T
Carcinomas hematold-

gicos 6
Carcinoma de colon y
varios 15

Técnica
Singer
%

17.19

17.30

16.28

15.58

14.15

13.96
14.34
14.54

14,23

14.57

14.69

E. Ac.

2.23

Camara
Neubauer

37.50

41.59

26.46
43.40
33.46

39.27

38.76

33.63

Al hacer lacomparacidn de los valores entre el gru-

po de enfermos cancerosos y las diferentes técnicas tenemos

gue: Por la Técnica de Singer el 93.12% (121) caen fuera
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del intervalo “normal”; el 3.8% (4) variaron de 2.5 a 3.8 y

solo el 3.07% (5) tuvieron cifras inferiores al 2%.

Por la de Elucidén Acida el 86.92% (113) caen fuera
del intervalo "normal®; el 8.46% (ll) estuvieron en el intern
valo "normal” y el 4.66% (6) tuvieron valores inferiores al

0.34%.

Con respecto a la Resistencia Acida en la Cémara de
Neubauer se encontrd que el 49.23% (64) caen fuera del inter -
valo "normal", el 21.53% (28) variaron entre 24.0 - 36,5%, vy

el 29.23% (38) tuvieron valores inferiores al 24.0%.

Por dltimo en las graficas nimeros 5, 6 y 7 presenta-
mos la incidencia de Hb-F encontrada por los tres distintos

métodos usados por esta imwvestigacidn.

AlGn cuardo no se ha estudiado el porqué de la sintesis
de la Hemoglobina fetal en personas adultas en estado de en-
fermedad como las gue hemos estudiado, vemos claramente una
elevacién de sus valores con respecto a la poblacidn control,
y en el caso particular tratado, como son enfermos cancerosos

la sintesis proteica es alterada por diferentes condiciones y



gue se sintetizan substancias gue modifican la.velocidad de
expresién del sistema genético operacional, los cuales se-

rian responsables de los distintos tipos de cadenas hemoglo-
binicas, lo cual se manifestarfa por aumento en la sintesis

de Hb-F.



VI. Reslmen y Conclusiones.
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En el estudio realizado de la Determinacidn de

Hb-F en un grupo de enfermos cancerosos se trataron:

1) Generalidades sobre la Hemoglobina Fetal
Embriologia
Fisiologia v su

Afinidad por el oxigeno.

Neoplasias:
Anatomia
Fisiologia
Bioquimica, e

Inmunologia.

2) Material y Métodos

En que se describen con detalle las tres técni-
cas empleadas Desnaturalizacién alcalina, Elucidén
dcida y Resistencia acida a la hemoglobina fetal,
asi como las modificaciones realizadas.
Se evaluaron 25 personas clinicamente sanas gue cons-—
tituyeron el grupo control, con las que se estable-
cieron los valores de referencia de nuestro medio,

que fueron:
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Técnica Porciento
Singer 2.5
Elucién acida 0.34
Resistencia &cida 24.00

Y 130 enfemos cancerosos que se estudiaron con el
fin de ver si existian alteraciones de la hemoglobina fe-

tal en ellos.

3) Asi mismo se reportan los resultados obtenidos
de ellos, los cuales se presentan en las Tablas
nimero 5 a la 15, y los cdlculos estadisticos que

se emplearon.

4) Se presenta una breve discusidn sobre los resul-
tados obtenidos en el cual existe involucrando las
tres metodologias empleadas un promedio de 76.42%
anormalidad en los 130 pacientes estudiados. Al mis-
mo tiempo se reportan la comparacién estadistica de
los tres métodos en donde observamos que si existen

diferencias significativas en ellos.



CONCLUSIONES
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Por lo presentado anteriormente y, a la revisién de

los datos obtenidos pensamos que:

a) De la metodologia empleada y de acuerdo a la com
paracién estadistica hecha por la prueba de "t" los métodos
difieren estadisticamente y gque nos recomendamos a usar el
Método de Singer que es espectrofotométrico y con menos con-
diciones de variacidn, ya que el de la Elucidn Acida lo con-
sideramos cualitativo por condiciones de apreciacidén personal
y a su vez el de Resistencia &cida en la Cimara de Neubauer
encontramos que los valores de confiabilidad son muy amplios
y la ﬁayoria de los resultados caerian dentro del intervalo

"normal".

b) En cuanto a la evaluacidn de la hemoglobina fetal
en los enfermos cancerosos obtuvimos alteraciones marcadas

en ellos como fueron:

Porciento de Alteracidn Métodos
a3 Singer
87 -Elucién Acida

49 C. Neubauer
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Por lo qgue consideramos que por minima que sea la
alteracidén de la hemoglobina fetal pudiera ser considera-

da como manifestacién paraneopldsica no especifica.
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