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RESUMEN

Se efectud un estudio descriptivo de 15,852 neonatos de ambos sexos, nacidos en México entre
abril de 2019 y febrero de 2020, con la finalidad de detectar tempranamente a los recién nacidos
con algun tipo de hemoglobina anormal a través de la técnica de isoelectroenfoque. Se
analizaron un total de 15,595 muestras de sangre total en papel filtro y 257 muestras en tubo
con EDTA. Se detectaron 182 casos con alguna variante de hemoglobina provenientes de 24

estados, siendo la mas predominante la hemoglobina S.
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INTRODUCCION

La molécula de hemoglobina (Hb) es una proteina globular constituida por cuatro subunidades
proteicas. Cada subunidad, denominada cadena de hemoglobina, estad formada por una cadena
polipeptidica Ilamada globina, que esta unida de modo no covalente a un grupo hemo. Existen
seis tipos de globinas o (Alfa), p (Beta), y (Gamma), 5 (Delta), € (Epsilon) y { (Zeta). Cada
molécula de hemoglobina posee 4 monomeros de globina, iguales dos a dos. La naturaleza de

las cadenas globinicas determina los diferentes tipos de hemoglobinas.

Durante el desarrollo embrionario del ser humano y bajo condiciones normales las
hemoglobinas predominantes son la Gower I (€ 2, €2), Gower 2 (a2 €2) y Portland ({ 2 v 2);
pero cuando se inicia la sintesis de Hb en los hemaocitoblastos formados en el higado y la médula

6sea, la biosintesis de las cadenas { y € cesa.?

Las hemoglobinas embrionarias disminuyen hasta desaparecer en la época del nacimiento. Al
nacer la Hb F representa el 80%, aproximadamente, de la totalidad de la Hb, y el 20% restante
lo forman la Hb Al, o A (adulta) y la Hb A2. Cerca de los 12 meses de edad, practicamente
toda la Hb se encuentra en su forma adulta, integrando el 97% de la hemoglobina durante el
resto de la vida. La Hb A2 contribuye con 2% y el remanente es Hb F.3

Las anormalidades de la hemoglobina, pueden ser consecuencia de una variacion estructural de
la molécula o de una produccion insuficiente de una o de més cadenas de polipéptidos. En el
primer caso se designan como hemoglobinopatias estructurales por mutacion puntual del ADN,

en el segundo caso se denotan como talasemias.*

En la actualidad se conocen mas de 400 hemoglobinopatias estructurales, aunque no todas dan
manifestaciones clinicas. Las hemoglobinopatias por afectacion de la cadena B son algo mas
frecuentes que las de la o. Dependiendo de la situacion mas o menos periférica del aminoacido
sustituido en relacion con la conformacion de la molécula de Hb, las hemoglobinopatias pueden
clasificarse en cuatro tipos: 1) Hemoglobinas con alteracion de la solubilidad y su movilidad
electroforética como las Hb S, Hb C, Hb J, Hb D, 2) Hemoglobinas con alteracién de la
estabilidad tales como Hb Kd&ln entre otras, 3) Hemoglobinas con alteracion de la afinidad por
el oxigeno como Hb Zurich, Hb Kansas, 4) Hemoglobinas que no consiguen mantener el hierro
en estado reducido o metahemoglobinas o Hemoglobinas M tal es el caso de Hb Hyde Park.>®
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A escala mundial, el estudio de las hemoglobinopatias ha adquirido importancia en los Gltimos
afios, debido al aumento de su incidencia por el creciente fenébmeno de la migracion, y por
algunos aspectos de interés: clinico (por ser la causa de enfermedades hemoliticas y otros
sindromes patoldgicos) y genético (por considerarse marcadores de identificacion de individuos
y familias), este ultimo toma en cuenta que la herencia de las variantes de Hb obedece las leyes
de Mendel.>®

Cada afio alrededor del mundo nacen mas de 330 000 nifios afectados (83% de casos de anemia
de células falciformes y 17% de casos de talasemia). Las hemoglobinopatias causan
aproximadamente un 3,4% de las defunciones entre los nifios menores de 5 afios. A nivel
mundial, en torno a un 7% de las mujeres embarazadas son portadoras de talasemia 3 o a cero,

o de hemoglobina S, C, D Punjab o E, y mas de un 1% de las parejas corren riesgo.’

La Hemoglobina S constituye la hemoglobinopatia estructural mas frecuente en el mundo. Las
personas con Hemoglobina S heterocigota (Hb AS) son asintomaéticos (rasgo drepanocitico) y

la morfologia eritrocitaria es normal.

La Hemoglobina S homocigota (Hb SS) o anemia drepanocitica se caracteriza por una anemia
hemolitica grave, que aparece a los pocos meses de nacer cuando la Hb S reemplaza a la Hb
fetal; por otra parte, la hemoglobina C en estado homocigoto (Hb CC) se caracteriza por una
ligera anemia hemolitica cronica con esplenomegalia, el estado heterocigoto (Hb AC) no
produce trastorno alguno. Aungue la Hb C tiende a cristalizar en condiciones de hipoxia, no
produce crisis vasooclusivas como las de la Hb S. La hemoglobina D no produce trastorno
alguno en estado heterocigoto. El estado homocigoto, muy infrecuente, produce una discreta

anemia hemolitica.®

La identificacién de sujetos con hemoglobinas anormales se inici6 en México en 1950, por

Mufioz y Lavalle en un paciente con drepanocitosis estudiado en el Hospital Infantil de México®

La mayoria de las anormalidades de la hemoglobina se pueden identificar en los laboratorios
clinicos de rutina, empleando las siguientes pruebas: 1) citometria completa, con especial
atencion en la eritocitometria, basqueda de alteraciones morfoldgicas en la serie roja e
identificacion de cuerpos de oclusién intraeritrocitarios; 2) estudio electroforético de la
hemoglobina en acetato de celulosa (pH 8.4-8.6); 3) estudio electroforético de la hemoglobina
en agar citrato (pH 6.0-6.2); 4) prueba de solubilidad con ditionito de sodio; 5) prueba de

Pagina | 3



induccion de los drepanocitos; 6) investigacion de hemoglobinas anormales con las pruebas del
calor e isopropanol; 7) electroforesis de las cadenas de globina en pH acido y alcalino; 8)
cuantificacion de P50 y de 2,3-difosfoglicerato cuando estén indicadas y electroforesis de
hemoglobina en gel de agarosa pH 6-8. El uso de estas pruebas habitualmente conduce a
identificar las variantes mas frecuentes de la hemoglobina. Ocasionalmente se requiere remitir

las muestras problema a centros de referencia para su caracterizacion final .3
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OBJETIVO

Identificar a recién nacidos con hemoglobina anormal, candidatos para recibir terapia y/o

tratamiento de manera oportuna.

HIPOTESIS

Se espera encontrar diferentes tipos de variantes de hemoglobina en nuestra poblacion de
estudio. La mas frecuente sera la hemoglobina S.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras bioldgicas estudiadas:
Se analizaron un total de 15,595 muestras de sangre total en papel filtro y 257 muestras en tubo

con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante, provenientes de pacientes
de 24 Estados de Meéxico. Las muestras ingresaron al Laboratorio Orthin Referencia
Especializada, S.A. de C.V. en abril 2019 a febrero 2020.

Procedimiento de laboratorio:
La identificacion de los diferentes tipos de hemoglobina se llevé a cabo mediante la técnica de

isoelectroenfoque que separa las diferentes proteinas de la hemoglobina en bandas, a través de
su punto isoeléctrico (carga neta de la proteina es cero). Toda muestra que presento una banda

sospechosa es reanalizada por el mismo sistema de isoelectroenfoque por duplicado.

Las muestras fueron tratadas con 25 pL (para sangre seca en papel filtro) y 100 uL (para sangre
en tubo con EDTA) del reactivo de elusién del kit para hemoglobinas de la casa Pekin Elmer
con el fin de inhibir la formacién de metahemoglobina dejando en agitacion durante treinta

minutos.

Se realizo6 una electroforesis en gel de agarosa cargado con anfolitos que permiten un gradiente
neutro (pH 6-8) favoreciendo la distribucion de los diferentes puntos isoeléctricos, bajo las
siguientes condiciones: 1400 V, 300mA, 40 watts, durante una hora treinta minutos, cuando se
aplica una corriente eléctrica al gel, las variantes de hemoglobina que poseen puntos
isoeléctricos individuales migran a través de este, si una variante individual es igual al pH en el
gel cesa la migracion y forma una banda discreta, posterior a esto, se precipitd la proteina del
gel con &cido tricloroacético al 10% por un lapso de 10 minutos para luego ser lavado con agua

destilada por una hora con cambios del liquido cada 20 minutos.

Se realizd el secado del gel en un secador de geles GelDryer Pekin Elmer por alrededor de dos
horas y se obtuvieron los resultados. La cuantificacion de la hemoglobina se realizé con el

sistema Pekin Elmer isoScan imagen.

En algunos casos algunas hemoglobinas no podian ser identificadas por lo cual se solicitaba la

ayuda de un experto en E.E.U.U. perteneciente a la casa comercial proveedora del kit.
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RESULTADOS

La figura 1 muestra un ejemplo del corrimiento electroforético de muestras de pacientes en gel

de agarosa.

Fig. 1 Electroforesis de hemoglobina por punto isoeléctrico en gel de agarosa (pH 6-8). Carril 1 control Hb A,
Hb F, Hb S, Hb C, carril 2-3, 6-7, 10-11 muestras de pacientes neonatos normales, carril 4-5 paciente neonato
con HbS, carril 8-9 paciente adulto normal, carril 12-13 paciente adulto con HbS y Hb A,
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De las 15,852 muestras procesadas se detectaron 182 casos con alguna hemoglobina anormal,
donde la méas predominante fue la hemoglobina S presentdndose en 135 casos (74.17 %),
seqguida de la hemoglobina C en 14 casos (7.69%), hemoglobina D en 9 casos (4.94%),
hemoglobinas variantes no identificadas en 8 casos (4.39%), hemoglobina J en 6 casos (3.30%),
Bart’s en 5 sujetos (2.74%), G-Philadelphia en 3 casos (1.64%) y en menor frecuencia
encontramos la hemoglobina Hope, y gamma sin relevancia clinica con un solo caso

respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1

Frecuencia de hemoglobinas variantes en neonatos de México.

Hemoglobina Variante No. De Pruebas Porcentaje
Total Hb S 135 74.17%
Total Hb C 14 7.69%
Total Hb D 9 4.95%
Total Hb No ident. 8 4.40%
Total Hb J 6 3.30%
Total Hb Bart's 5 2.75%
Total Hb G-Philadelphia 3 1.65%
Total Hb Hope 1 0.55%
Total Hb Gamma SRC 1 0.55%
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En la mayoria de los casos (a excepcion de la Hb G-Philadelphia) predomind el sexo masculino

como pacientes portadores de algun tipo de Hb anormal como se muestra en la figura 2.

Presencia de hemoglobinopatias por sexo

TOTAL HB GAMMA SRC
100.00%

TOTAL HB HOPE
100.00%

67.00%

TOTAL HB G-PHILADELPHIA
33.00%

40.00%

TOTAL HB BART'S
60.00%

0,
TOTALHBJ 20.00%
80.00%

37.50%

TOTAL HB NO IDENT.
62.50%

TOTALHB D
78.00%

0,
TOTALHBC 29.00%

|
46.00% ‘
54.00%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

TOTALHBS

H Femenino ™ Maculino

Fig. 2 Distribucién segun el sexo de los neonatos que presentaron algun tipo de hemoglobina anormal.
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Geograficamente el Estado que presento mayor porcentaje de casos fue la Ciudad de México
(25.27 %), seguido por Nuevo Ledn (13.73%), Chiapas (13.18), Guadalajara (8.79%), Baja
California (7.14%), Sonora (6.59), Guerrero (3.84%). En una proporcion menor podemos
encontrar a Chihuahua, Tamaulipas, Culiacdn, Querétaro (1.64%) seguido de Coahuila,
Morelos, Nayarit, Toluca Edo. Mex. (1.09%) y finalmente a Campeche, Michoacan, Oaxaca,
Puebla, Guanajuato (0.54%) Fig. 3.

Distribucion de hemoglobinas anormales en México

Porcentaje

I 25.27%

0.54%

Con tecnologia de Bing
© GeoNames, Microsoft, TomTom

Fig. 3 Distribucion de las hemoglobinas anormales por estado. México (2019-2020)
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En la tabla 2 se muestra la distribucion de edad de los pacientes que presentaron algun tipo de
hemoglobina anormal, cabe destacar que la mayoria de los pacientes son neonatos menores a

dos meses de edad.

Tabla 2

Distribucion de edad de los pacientes que presentaron una hemoglobina anormal.

Edad No. De pacientes
0-1 mes 141
2-3 meses 7
4-5 meses 0
6-7 meses 2
8-9 meses 1
10-11 meses 1
1-2 afios 7
Maés de 2 afios 23
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DISCUSION

Los datos obtenidos en este trabajo, en la poblacién mexicana son similares a los informados
en otros estudios'®1?1317.18 donde se demuestra una gran variedad de hemoglobinas anormales
siendo la méas predominante la hemoglobina S, esto podria deberse a la alta tasa de migracion

que se ha registrado en los Gltimos afios

A su vez esto nos hace pensar en la posible aparicion de nuevas hemoglobinas variantes (por
ejemplo la Hb México y Chiapas'®) o la combinacion de estas, lo cual generara un incremento
de neonatos portadores de algun tipo de hemoglobina anormal lo cual conllevara a un problema
de indole mayor en cuestion de sector salud si no se les dan las debidas atenciones, por lo cual
es necesario la aplicacion de medidas de prevencion y control de las mismas, lo cual sugiere la
realizacion de programas que apoyen, promuevan y difundan la informacién y concientizacion
de las hemoglobinopatias a nivel nacional. La eficacia de los métodos preventivos se ha
demostrado en muchos paises con programas diversos de deteccion de los portadores.®

En Meéxico existe un subregistro de portadores y pacientes con hemoglobinopatias y las
investigaciones informadas con anterioridad sefialan la evidente la necesidad de aplicar
métodos de deteccion de enfermedades hereditarias en general, y de hemoglobinopatias en
particular, en poblacidn para proporcionar informacion, consejo genético y, cuando es posible,
diagnostico prenatal a las parejas de heterocigotos para que tomen sus decisiones reproductivas

de manera informada y libre, tal y como se realiza en otros paises.®

La realizacion de esta prueba (asi como de otras similares) es una herramienta de gran
importancia para la deteccion temprana de hemoglobinas anormales, particularmente la
deteccion de hemoglobinas S, C y E ya que cada una de estas variantes en su estado
homocig6tico produce efectos clinicamente significativos y en casos mas severos llega a

producir la muerte.

Aunque los nifios con talasemia suelen nacer sanos, se vuelven anémicos entre los seis meses y
los dos afios de vida. Si no son diagnosticados y tratados, la mayoria muere de anemia o de
infecciones.® Un buen asesoramiento genético es esencial para la prevencion de nacimientos de
neonatos afectados, sin embargo los paises necesitan mejorar la sensibilizacion y la
comprension de estos trastornos por parte de la poblacion para garantizar la disminucion de los

casos de personas afectadas.
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CONCLUSION

Segun los resultados encontrados en este proyecto se concluye que en México existe una gran
diversidad de hemoglobinas anormales siendo la méas predominante la hemoglobina S, la cual
ha sido encontrada en mayor porcentaje en diferentes paises del mundo de acuerdo a otros
estudios.

Cabe destacar que en la mayoria de los casos de variantes de hemoglobinas anormales los
pacientes no rebasaban el mes de vida lo cual sugiere recibiran una atencién y/o diagnostico
oportuno para mejorar su calidad de vida.

De igual manera queda demostrada la importancia del estudio de isoelectroenfoque, que en
combinacion con otros estudios o por si sola resulta una herramienta Util para la terapia genética.
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