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INTRODUCCION

Las hemoglobinopatias son un grupo de enfermedades
causadas por un trastorno genético que altera la sintesis de la
hemoglobina y no es ligado al sexo. En unos casos actia
cambiando el tipo o la secuencia de aminodcidos de las cadenas
globina y en otros originando una sintesis deficiente de las
hemoglobinas normales lo que provoca una alteracion importante
en la proporcién de las mismas dentro del eritrocito normal.

La severidad de estas enfermedades varia grandemente,
habiendo algunas que no producen sintomatologia clinica de
importancia, y otras que causan trastornos hematolbgicos severos
que acortan la vida. La enfermedad usualmente es mds grave
cuando es causada por la presencia homocigotica de alguna de las
hemoglobinas anormales, principalmente la “S” y la *“C”. Para
que ocurra la forma homocigética tiene que haber unién entre
dos personas portadoras del gene responsable, las que pueden ser
homo o heterocigotas. La probabilidad que la descendencia sea
homocigética estd determinada por la caracteristica genética de
los padres (homo u heterocigotos) y por la combinacion al azar
que sufren los genes.

Sabemos, por estudios en otros paises, que las
hemoglobinas anormales son m4s frecuentes en negros, siendo la
“S” y la “C” las que méds comunmente se presentan.

La hemoglobinopatia mds frecuente en Guatemala es la
anemia de células falciformes que es causada por la forma
homocigética de la hemoglobina “S”, se presenta casi
exclusivamente en negros y produce manifestaciones clinicas
importantes por lo que es relativamente facil de diagnosticar, La
situacion no es as{ cuando esta hemoglobina se presenta en forma
heterocigota asociada a la hemoglobina A pues entonces no se
producen sintomas clinicos bajo condiciones normales, por lo
que su diagnéstico es puramente a base de pruebas de
laboratorio. Creemos que es importante conocer entonces la
frecuencia de estos casos heterocigotos, asintomadticos, dentro de



la poblacion general, para asi conocer la probabilidad de
formacion de parejas entre personas portadoras las cuales
correrdn el riesgo de tener hijos homocigéticos.

En Guatemala desconocemos la frecuencia con que se
presentan las hemoglobinas anormales, principalmente en su
forma heterocigota.

Hemos efectuado una investigaciébn en la poblacién
guatemalteca con e! objeto de determinar la frecuencia de las
mismas entre las personas de raza negra y entire personas mestizas
en las cuales no hay ascendencia negra. Existen algunos estudios
previos a este respecto efectuados en Guatemala. Paiz (38)
investigd 99 personas de raza “indigena pura” y encontré un caso
de hemoglobina A/S en un residente de Amatitlan. En este caso
es dificil Hegar a alguna conclusién con respecto a la presencia de
esta variante en persona ‘‘no-negra” pues como sabemos, en
Amatitlin, en la época colonial hubo fuerte inmigracion de
negros y este caso pudiera tratarse de un descendiente de tales
personas. Tejada (51) y Avendafio (3) efectuaron pruebas de
“formacién de drepanocitos” entre un grupo de negros de
Livingston y de Puerto Barrios, pero no identificaron las
hemoglobinas causantes de esta anormalidad, por lo que no
podemos saber que variantes se encuentran en esa poblacion,

Se trata con este trabajo, de ofrecer un pequefio aporte al
conocimiento de la patologia nacional. Debido a que la mayorrfa
de la informaciébn respecto a estas enfermedades, vy
especificamente a la anemia de células falciformes, es escasa,
algunas veces no actualizada y en su mayoria en idioma inglés, se
decidié hacer una revision de la literatura médica al respecto,
tratando de cubrir los aspectos principales en cuanio a
mecanismos genéticos y fisiopatoldgicos, diagnésticos clinico y
de laboratorio, tratamiento y epidemiologia. Se ha puesto
especial énfasis en lo concerniente a anemia de células falciformes
por ser la mds frecuente en nuestro pars.

Quiero expresar mi mdés sincero agradecimiento a las
personas y entidades que con su ayuda hicieron posible la

elaboracién de este trabajo: al doctor Rodolfo Lorenzana por su
cuidadosa asesoria y haber facilitado el equipo de laboratorio, al
doctor Jaime Cohen por su acuciosa revision, al Dr. Ranl Aldana
por su valiosisima ayuda en la obtencién de las muestras de
sangre en Puerto Barrios, a la sefiorita Gloria M. Garcés por su
ayuda técnica y a los hospitales Roosevelt de Guatemala y
Nacional de Puerto Barrios por permitirme tomar muestras de
sangre de entre sus pacientes.




MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 2 grupos de poblacién. Uno de 83 personas
fenotipicamente negras, residentes en Puerto Barrios, Izabal, que
fucron escogidas al azar y sin tomar en cuenta sexo o edad.
Hubiera sido preferible estudiar un grupo de jovenes y anémicos
para aumentar las probabilidades de encontrar casos de
hemoglobinopatias homocigoticas Gue se acompafian de anemia y
reduccion del tiempo de vida, siendo frecuente que los pacientes
no vivan mds alli de los 25 afios, pero no se pudo hacer debido a
lo dificil de la obtencién de personas que se prestaran al examen,

El otro grupo estudiado fue de 100 personas —no negras—
que negaron tener ascendencia de color y que en su mayoria eran
mestizos. Con estos si fue posible hacer seleccion, de modo que
s6lo escogimos los menores de 25 afios y con nivel de
hemoglobina inferior a 11 g/dl.

OBTENCION DE LA MUESTRA DE SANGRE

Se extrajeron aproximadamente 4 ml de sangre por
punciébn de una vena periférica usando tubos al vacio que
contenian una mezcla de oxalatos que actuaba como
anticoagulante. Esta muestra se procesd posteriormente en un
periodo de tiempo no mayor de 6 horas,

PREPARACION DEL HEMOLIZADO

La muestra de sangre se centrifugd por 5 minutos a una
fuerza centrifuga relativa de 40 gravedades (5000 RPM en una
centrifuga de 6 pulgadas de didmetro) obteniendo asi la
separaciOn entre las células y el suero. Se decantd el suerc y la
capa de globulos blancos. Los eritrocitos se lavaron 3 veces con
solucidon salina. Después de la centrifugacion final se removio el
sobrenadante de solucion salina y se afiadieron 0.5 ml de agua
destilada por cada mililitro de células empacadas, se agitd y se
puso en el congelador hasta que se congelé completamente,
entonces se e¢xirajo y después de descongelarse se afiadieron 0.4



ml de cloroformo por cada mililitro de células empacadas, se
agitd vigorosamente por 5 minutos y se centrifugd por 15
minutos a una fuerza centrifuga de 40 gravedades. La parte
hemolizada quedd en la capa superior y era de color rojo carmin.

OBTENCION DE FROTES PERIFERICOS

A cada persona investigada se le practicé un frote de
sangre periférica para observar los cambios que ocurren en el
mismo en ciertas hemoglobinopatias.

Para hacer el frote periférico fue necesario tomar la
sangre que queda en la punta de la aguja después de la
venopuncion pues la mayoria de pacientes no quisieron que se les
puncionara también la yema del dedo.

PROCEDIMIENTO DE ELECTROFORESIS

Cada hemolizado se sometid a electroforesis usando los
siguientes materiales y equipo:

C'amara de electroforesis marca Gelman, Mod, 51211

Fuente de poder para electroforesis marca Gelman, Mod.38206,
115 v/50-60 Hz.

Tiras de poliacetato de celulosa marca Gelman, Mod. Sepraphore
I1I1.

Buffer para hemoglobina marca Gelman, Mod. 51122. (Solucién
0.13 M de pH 9.1 de Tris-EDTA borato)

Tubos capilares para aplicacion de la muestra,

Tiras absorbentes para absorber exceso de buffer, marca Gelman,
Mod. 51290

Colorante de Ponceau ““S”’ marca Gelman, Mod. 51281,

Acido acético glacial al 50/o.
La técnica seguida fue:

Cada hemolizado se sometié a electroforesis sobre una
tira de acetato de celulosa. Se colocaron, por medio de un tubo
capilar, dos muestras de los hemolizados a investigar y una
muestra patron de Hb-A en cada tira, Se corrid 1a electroforesis a
210 v. por 35 a 40 minutos, con buffer de Tris-EDTA borato de
pH 9.1. Las tiras se tifieron con colorante de Ponceau “S™ y se
decoloraron con 4cido acético glacial al 50/0,

Cuando se identificd alguna hemoglobina con velocidad
electroforética distinta a la del patron de Hb-A (normal), se
repitid la electroforesis de la misma corriéndola simultineamente
con un patrén conocido de velocidad electroforéctica similar. Si
ambas hemoglobinas eran iguales sus velocidades electroforéticas
eran idénticas.




RESULTADOS

Grupo de negros:

Entre 83 personas se encontraron 5 con Hemoglobina
A/S, o sea un 60/o de la muestra. Entre éstos la edad minima fue
de 7 afios y la mdxima de 63 afios. Los frotes periféricos de los
casos con hemoglobina A/S no presentaron ninguna anormalidad.

Grupo de ‘'no-negros’”:

Los 100 casos investigados mostraron hemoglobina
normal AfA.

Antes de pasar a discutir nuestros resultados y proponer
nuestras recomendaciones, creemos conveniente, para una mejor
comprension de estas enfermedades, hacer una revisidén sobre los
conocimientos actuales a este respecto.
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GENERALIDADES SOBRE LAS HEMOGLOBINOPATIAS

Las hemoglobinopatias son un grupo de enfermedades, de
muy variable severidad, que se caracterizan por presentar una
anormalidad intrinseca de los eritrocitos que consiste en una
lesion ‘bioquimica que origina la sintesis de una hemoglobina
“anormal”, aunque en otros casos como en la “Talasemia™ hay
un doble defecto eritrocitico: sintesis deficiente de hemoglobina
més disminucién del tiempo de vida del eritrocito. En ambos
casos puede ocurrir hemolisis y segin su severidad se puede llegar
a establecer una enfermedad hemolitica de importancia clinica.

Entendemos al hablar de “Hemoglobino_patl’as” que
incluimos un grupo de enfermedades cuyo comin denominador
bioquimico es la estructura de la molécula de la hemoglobina o
una sintesis deficiente de hemoglobina como vimos
anteriormente, ocurriendo alteraciones en la proporcidén de
hemoglobinas normales pero sin produccién de ' hemoglobina
anormal.

Actualmente se sabe que existen en el eritrocito normal
tres tipos de hemoglobinas: Hemoglobina A1, Hemoglobina Ayy
Hemoglobina F (Fetal). También sabemos que hay un gran

numero de variantes anormales ¥ que algunas de ellas producen
enfermedad hemolitica mientras que otras no.

La parte “HEM” de la molécula de hemoglobina es igual
en todas las variantes, la diferencia estd en el componente
protéico, especificamente en el tipo y nimero de cadenas
polipéptidas que forman la parte “GLOBINA”, Por esta razén
debemos enfocar nuestra atencién en la sintesis de las cadenas
polipéptidas de las distintas hemoglobinas.

Debido a que tenemos las técnicas para identificar la
composicion de aminodcidos y la secuencia de cadenas
polipéptidas de las hemoglobinas normal Yy anormal, entonces
podemos establecer un “‘cédico molecular” para la estructura
polipéptida de ambas.



|

Muchos investigadores han contribuido al entendimiento
de estas enfermedades: Korber, en 1866, descubri®é que en la
sangre del cordén umbilical existen dos tipos de hemoglobina:
Hemoglobina Fetal (Hb-F) y Hemoglobma del adulto (Hb-A),
habiendo una mucha mayor proporcion de la Hb-F. Este
descubrimiento lo pudo hacer debido a que observd que la Hb-F
es mds resistente a la desnaturalizacioén por dlcali que la Hb-A.

No ocurri6 nada de importancia durante los afios
sucesivos hasta el 1925 cuando Cooley y Lee en los Estados
Unidos y Rietti en Italia describieron una enfermedad, que
posteriormente se llamarfa “Talasemia” y diferenciaron la misma
de la “Anemia infantum pseudoleucemica de Von Jaksch’s, que
era un término ampliamente usado para. referirse a la anemia
severa con esplenomegalia en los nifios. Después de 1925 hubo
descubrimientos muy importantes, Por un lado se estudi6 la
talasemia y se describieron sus varias formas e interacciones, Por
otro lado se hicieron estudios genéticos y de laboratorio de las
hemoglobinas. '

Para una mejor comprension de las hemoglobinas

anormales ocurrieron tres sucesos de importancia: a) La
identificacién de la Hemoglobina “S™ (Hb-S) por Pauling e Itano
~en 1949 utilizando la técnica de electroforesis, b) los estudios
genéticos de Neel y otros en 1949 mostrando que la Hb-S se
heredaba como un factor mendeliano y ‘aclarando los mecanismos
genéticos de los estados homocigbtico y heterocigdtico y ¢) la
técnica desarrollada por Ingram en 1956 de la “Impresién
“digital” que hizo posible la caracterizaciéon molecular de las
hemoglobinas anormales.

Técnicas mds recientemente desarroliadas nos muestran
mds complejos detalles de la smtesm de hemoglobina nromal y
anormal,

Todos los temas que han sido introducidos en este
capltulo seran vistos con la extensiébn que nuestro traba]o
requlera en los capitulos sucesivoes,
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LA ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA

Desde hace muchos afios se conoce la estructura basica de
la molécula de hemoglobina que es de 4 grupos “HEM”, cada uno
atado a una “GLOBINA”. La estructura quimica y la reiacién de
los componentes protéicos con los grupos Hem ha sido revelada
s6lo recientemente (Perutz et al, 1960-1962). Usando
cristalografia con rayos X de cristales sencillos de hemoglobina
de caballo y luego de hemoglobina humana se ha podido
construir un modelo bastante exacto de la molécula de
hemoglobina, Actualmente es posible describir la molécula de
hemoglobina en términos aplicables a cualquier proteina,

La molécula de hemoglobina esta hecha de 4 subunidades
(estructuras terciarias) que son dos pares de cadenas polipéptidas.
En la hemoglobina normal del adulto (Hb-A) hay dos cadenas
de polipéptidos ALFA y dos cadenas de polipéptidos BETA.
Cada cadena estd unida a su grupo HEM. Las 4 subunidades (una
cadena polipéptida con el grupo hem unido) estdn arregladas en
una forma gruesamente esférica y forman una molécula simétrica
(Figuras No. 1 y 2).

CADENA CADENA
ALFA | BETA

“Figura No. 1

Configuracion de las cadenas pofipéptidas de
_ la hemoglobina normal {Hb-A,).
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2

Cadena
Alfa

Figura No. 2

Configuracion de la molécula de hemoglobina,

Las cadenas polipéptidas estin en intima yuxtaposicion,
quedan parcialmente una sobre otra y estin unidas por una
estructura covalente.

Las cadenas alfa y beta de la Hb—A, difieren entre sf
tanto en el nimero como en la secuencia de aminodcidos. La
cadena alfa esta hecha de 141 aminodcidos, mientras que la beta
contiene 146. No consideramos importante en este trabajo
escribir todos los aminodcidos que componen estas cadenas, basta
la comprensiéon de los fendmenos que ocurren en dichas cadenas
y que iremos viendo detenidamente, sin embargo el que desee
consultar este dato puede referirse al texto de Miale (28).

La Hb-A,, de acuerdo a las cadenas que la forman, se
reconoce por la siguiente férmula: -

X A A
Hb-Aq: o 3,
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O sea, que la formula indica que la molécula estd hecha
de dos cadenas ALFA v dos cadenas BETA normales.

En 1949, Ingram demostro, por la técnica de impresiéon
digital que la hemoglobina de las células falciformes (Hb-S)
difiere de la hemoglobina normal (Hb-A) por Ia sustitucién de un
aminodcido VALINA (carga neutra) por un ACIDO
GLUTAMICO (carga negatwa) en la posicidn niimero seis de la
cadena BETA.

En la Figura No. 3 se muestran las sustituciones que
pueden ocurrir en ¢l aminodcido ntimero 6 de la cadena BETA de
la hemoglobina normal para formar la Hb-S 6 Hb-C.

Hb-A Hb-S Hb-C
1 VAL VAL VAL
2 HIST HIs* HIS™
3 LEU LEU LEU
4 THR THR THR
5 PRO PRO PRO
6 GLUT VAL List
7 GLU™ . GLU™ GLU™
8 List Lis* Lis*

Figura No. 3

Observese 1a sustitucion del aminoédcido No. 6
de la cadena BETA de la hemoglobina normal
para formar Hb-S y Hb-C,

Esto explica la diferencia en movilidad electroforética,
pues al sustituir el aminodcido se cambia la carga eléctrica total y
por ende la movilidad electroforética.-Como la sustitucién del
aminoacido estd en la cadena BETA, entonces la férmula de la
Hb-8 puede ser la 51gulente
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A S
Hb-S=<z A3

La foérmula indica que la molécula esti hecha de dos
cadenas alfa normales como en la Hb-A; y dos cadenas beta

anormales caracteristicas de la Hb-S. El individuo con anemia de
células faiciformes (Hb-S/S homocigdtica) presenta solo esta
hemoglobina ¥ no puede sintetizar Hb-A. Cuando sélo existe la
presencia heterocigbtica de la Hb-S (Hb A/S), se piensa que
existen tanto la Hb-A como la Hb-S en el mismo eritrocito, por lo
que la formula seria:

s A A
0(2.4193 més “Xz Bz

En el afio 1961 Ingram demostré que la Hb-F (fetal) esti
hecha de dos cadenas ALFA normales y dos cadenas polipéptidas
diferentes a todas las otras conocidas y que se han denominado
cadenas “GAMMA?”. La formula de la Hb-F es la siguiente:

A _F
Hb-F=Xgz ¥z

Al mismo tiempo Ingram demostrd que 1z molécula de la
variante de hemoglobina normal, llamada Hb-A, estaba hecha de

dos cadenas ALFA normales y otras dos cadenas diferentes que él

llamé DELTA. La formula es:

A Az
Hb-Ay= 2 Az

La secuencia de aminodcidos de la cadena anormal de Ia
Hb-F y de la Hb-A, puede consultarse en el texto de Miale (28).

En los eritrocitos de un embrién humano muy joven se
encontraron las hemoglobinas “Gower I” y “Gower II”’ que se
cree presentan un quinto tipo de cadena polipéptida cuya
estructura no se conoce y que se ha dado en lamarla
“EPSILON”., Estas pudieran ser hemoglobinas embrionarias
primitivas y la cadena Epsilon pudiera representar el tipo mds
primitivo de cadena polipéptida,
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DESCRIPCION DE LAS HEMOGLOBINAS
HUMANAS NORMALES

Como ya hemos dicho, existen mds de cien variedades de
hemoglobinas que se ha dado en llamarles “anormales”, aunque
solo unas pocas de ellas producen sintomatologia clinica. Por
otro lado hay tres variedades de hemoglobina, las que llamamos
“normales” que se eéncuentran en los eritrocitos de todas las
personas que no padecen de una de las hemoglobinopatias ya
vistas (considerando “hemoglobinopatia” como la presencia de
una variante de hemoglobina sin importar el gque produzca
sintomas o no). Las hemoglobinas “normales” son: Hb-Aq,
Hb-A5 y Hb-F (fetal). Bajo ciertas condiciones de electroforesis y

cromatografia se detecta oiro compon_enté menor que se le ha
llamado Hb-Aj5, aunque su real naturaleza se desconoce y se

piensa que se produce al almacenar los hemolizados por mucho
tiempo.

Hb-Aq: Este es el mayor componenie de la hemoglobina
humana normal, formando aproximadamente del 94 al
950/0 del total de la hemoglobina. Su composicion
quimica ya fue vista detenidamente previamente.
Algunas de sus propiedades mds importantes las iremos
evaluando en el transcurso de esta exposicion.

Hb-A,: Esta fraccion se puede separar de la Hb-A; por
electroforesis en acetato de celulosa, gel de almidén o
blogue de almiddén. Los valores normales para esta
hemoglobina varian segin el método usado para su
deteccion, asi si se usa electroforesis en bloque de
almidén la concentracion serd de 1.8 al 3.20/0. Usando
otros métodos se encuentran valores ligeramente mads
altos. Una variante de la Hb-A, ha sido descrita por

Horton y Huisman, es conocida como A5 6 By, es

genéticamenie determinada y se considera
hemoglobina anormal. Se describe aqui sb6lo por ser
una variante de la Hb-AZ. '




Hb-F:

La hemoglobina fetal fue descubierta por Korber en
1866, pero Haurowitz en 1929 fue el responsable de
los primeros estudios sobre la cinética de la reaccidén de
desnaturalizacion caracteristica de esta variedad. La
Hb-F muestra profundas diferencias de la Hb-A. Ambas
muestran distintas propiedades en la disociacion del
oxigeno y son inmunolégicamente diferentes. La Hb-A
en forma de oxihemoglobina es rdpidamente
desnaturalizada por un alcali fuerte (después de un
minuto se ha desnaturalizado el 990/0 de la Hb-A), no
asi la Hb-F. La hemoglobina mormal’ del adulto tiene
20/0 o menos de Hb-F.

Es poco lo que sabemos sobre la produccion de Hb-F
en las células fetales y el por qué esto ocurre. En ¢l
feto también se produce Hb-A aunque en mucho
menor proporcion. La proporcion de Hb-A en el feto
fue medida por Kazazian y Woodhead (22) quienes

‘midieron la sintesis de Hb-A en los reticulocitos

obtenidos de 42 embriones y fetos que median desde
3.5 ¢m hasta 20 cm encontrando una concentracion de
la misma que varié6 del 4.3ofo al 130/0 de Ia
hemoglobina total. El porcentaje de Hb-A fue
directamente proporcional a la longitud del feto. Enun
recién nacido normal la mitad o més de su
hemoglobina es Hb-F. Después del nacimiento la
concentraciéon de la misma decae riapidamente siempre
que no haya algin desorden hematologico y a la edad
de 1 a 2 afios ha bajado hasta el nivel que mantendra el
resto de la vida. La figura No. 4 muestra la proporcion
relativa de cadenas alfa, beta 'y gamma en el feto
humano v en el neonato. '

CADENMA ALFA

e —— = LR e — -

el

4 CADENK ¥
<ADENK BT

T + 2 ) Y Y t + L 1
% % 3 9 \0 v o2 3 4 5 6
aind vatnl,wmesey T . >
NRANENTO

Figura No. 4

Proporcion relativa de cadenas alfa, heta y
gamma en el feto humano y en el neonato,

Hay desordenes hematologicos en los que se aumenta
la concentracion de Hb-F, entre ellos tenemos: Varios tipos de
hemoglobinopatias, en la persistencia hereditaria de Hb-F en
forma homocigética o heterocigbticay en ta forma homocigotica
de talasemia. En la. anemia de células falciformes puede llegar
hasta una concentracion del:8ofo. En el rasgo drepanocitico
heterocigoto (Hb A/S) usualmente esta normal y si se encuentra
elevada en uno de estos Casos debemos sospechar una
combinacion con talasemia.

Se ha reportado aumento de Hb-F en enfermedades
diferentes a las hemoglobinopatias, entre ellas: leucemia aguda,
desordenes  mieloproliferativos, anemia perniciosa, anemia
aplastica, hemoglobinuria nocturna paroxistica, transfusion
feto-materna (en sangre materna) y anemia esferocitica
congénita. Newman, Pierre y Linman (34) estudiaron 193 adultos .



que habian tenido examen de médula dsea por diversas razones,
encontraron 87 pacientes con niveles de Hb-F mayores al 3.1o/o
y la mayoria de estos pacientes tenian desdrdenes
mieloproliferativos, con o sin otros tipos de enfermedad
neopldsica. Los pacientes con desordenes hematologicos benignos
como estados de deficiencia y sindromes hiperesplénicos no
mostraron elevacion de la Hb-F. Este dato sugiere que niveles
altos de Hb-F frecuentemente reflejan un serio desdrden de la
médula dsea. La naturaleza del mecanismo responsable por esta
respuesta eritrocitica es desconocido. Todos los datos disponibles
indican .1a necesiddd de una bisqueda cuidadosa de desdrdenes
serios en pacientes que presentan anemia o disproteinemia o
ambas con niveles altos de Hb-F.

A baja tensién oxigeno la Hb-F es mejor transportador de
oxigeno que la Hb-A y también libera el CO5 mds ripidamente.
Por otro lade la Hb-F es mds ripidamente convertida a
metahemoglobina que la Hb-A, razon por la mayor
susceptibilidad de metahemoglobinemia mostrada por los
infantes.

CONTROL GENETICO DE LA SINTESIS
DE HEMOGLOBINA

Haremos primero un recordatoric sobre el sitio de
produccion de la hemoglobina para luego entrar a considerar los
mecanismos genéticos que regulan la misma. '

La sintesis de hemoglobina comienza en los eritroblastos
y continua a todo lo largo de la etapa normoblistica. Incluso
cuando glébulos rojos jovenes abandonan la médula dsea y pasan
al torrente vascuiar, siguen formando hemoglobina durante varios
dias. O sea, que la formacién de hemoglobina no depende de una
estructura especifica de la médula ésea, sino de una capacidad
intrinseca de las propias células rojas jovenes (18). Los detalles
sobre los pasos bioquimicos para la formacidén de las porfirinas
hasta llegar al grupo HEM y la posterior incorporacion de las
globinas no es importante de exponer en este trabajo y puede
consultarse en el texto de Miale (28) o cualquier otro libro
especializado.

Al estudiar el control genético de la sintesis de
hemoglobina debemos comenzar por conocer la sintesis de las
cadenas polipéptidas que son las que a la larga determinan el tipo
de hemoglobina pues recordemos que todas tienen el mismo
grupo HEM.

Ya se ha dicho que la estructura de las hemoglobinas
normales y anormales se diferencian por la composicidon y
posicién de los aminoédcidos en por lo menos cuatro cadenas
polipéptidas (Alfa, Beta, Gamma y Delta) y posiblemente una
quinta (Epsilon). La sintesis de una cadena dada o combinaciones
de cadenas estd bajo control genético y asumimos que cada tipo
de cadena polipéptida es determinado por un correspondiente
gene estructural. La informacion del producto a ser sintetizado es
acarreada desde el gene estructural a los ribosomas por un ARN
mensajero (dcido ribonucleico); asi la sintesis de las cadenas
polipéptidas ocurre en el ribosoma. (Fig. 5) )
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LOCUS LOCUS
ESTRUCTURAL ESTRUCTURAL
ARN ARN
MENSAJERO MENSAJERO
RIBOSOMAS - RIBOSOMAS
CADENA CADENA
POLIPEPTIDA POLIPEPTIDA
DIMERO&

FiguraNo. b

Sintesis de una cadena polipéptida y de el dimero
bajo el control de un par de locus estructurales,

Mientras que este modelo es aplicable a la sintesis de
todas las proteinas, el control de la sintesis de las cadenas
polipéptidas de la globina envuelve ciertas situaciones especiales.
La primera es que mientras cada gene estructural opera de un
modo independiente, la molécula final de globina estd compuesta
de dos pares de cadenas formando un tetramero, La segunda es
que en los eritrocitos de un aduito normal se encuenira no soélo
un tipo de hemoglobina, sino tres, cada uno compuesto de
diferentes tetrametros. AGn mds, las fres hemoglobinas normales
no estdn presentes en concentraciones iguales, habiendo
aproximadamente 40 veces mds Hb-A; que Hb-A, y 50 veces

mds Hb-A; que Hb-F. También caracteristico de la sintesis de
hemoglobina es el cambio en la produccién de Hb-A| y Hb-F de

la vida fetal a la vida adulta. Finalmente, la velocidad de sintesis
de un tipo de cadena es, como en los sindromes talasémicos,
afectada por la presencia de un gene aciuando como un represor
sobre la sintesis de ese tipo de cadena.
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Sobre la base de los conocimientos actuales se¢ puede
asumir que los locus estructurales estdn ubicados como se
muestra en la siguiente figura (Fig. 6).

s - <
§ - -

2 L2
7 -
Figura No. 6

Probable relacion de los 4 genes estructurales
para la sintesis de la hemoglobina.

La evidencia es que los locus estructurales alfa y beta no
estdn cercanos, se cree que se encuentran separados por cierta
distancia en el mismo cromosoma o en diferentes cromosomas.
Hay buena evidencia en favor de que los locus beta y delia estin
més cercanos y posiblemente también estén cerca el beta y
gamma como se muestra en la figura. La evidencia obtenida por
estudio de individuos teniendo multiples hemoglobinas asi como
de experimentos in vitro de disociacion 'y recombinacidn indican
que dos cadenas de polipéptidos del mismo tipo .se¢ combinan
para formar dimeros y que los dimeros de diferentes tipos
entonces se combinan para formar varias combinaciones  de
tetrameros. En el adulto normal se forman dimeros de las
cadenas alfa “A”, beta. “A” y gamma “F”, aunque no en
proporciones iguales. Entonces ellos se combinan para formar las
tres hemoglobinas normales como se muestra en la Figura No. 7.-
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Los locus estructurales y la ¢ombinacion de
dimeros para formar las tres hemoglobinas normales,

Como no hay una evidencia sustancial en favor de una
afinidad variable entre los diferentes dimeros, se asume que la
proporcion de las varias hemoglobinas formadas depende de la
velocidad de sintesis de las diferentes cadenas. En el feto, al
contrario de lo que pasa en el adulto, la velocidad de sintesis de
las cadenas gamma es ripida mientras que la de las cadenas beta
es lenta por lo que hay una alta concentracion de Hb-F y una
baja concentracién de Hb-Al, Los mecanismos que controlan la
velocidad de sintesis son desconocidos., Sin embargo y
particularmente en los sindromes talasémicos, se piensa que hay
genes anormales que actilan como supresores de la actividad de
los genes normales. También se acepta que la velocidad de
siniesis de las cadenas anormales es menor que la de las cadenas
normales.

En la Figora No. & se pueden observar los locus
estructurales en la anemia de células falciformes y en el rasgo
drepanocitico heterocigoto.
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Locus estructurales en las
hemaoglobinopatias S/S y A/S.

Se tiene evidencia que en el control genético de la sintesis
de hemoglobina hay intervencion, al igual que en la sintesis de
proteina, de genes operadores y reguladores tal como propuesto
por el modelo de Jacob y Monod (28).
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“LAS HEMOGLOBINAS ANORMALES"”

Actualmente se conocen poco mas de un centenar de
variantes de hemoglobinas, todas ellas siendo reflejo de un
trastorno a nivel genético el cual, en algunos casos, es responsable
de 1a produccién de enfermedad hemolitica severa. Estudiaremos
a continuacién las hemoglobinopatfas que, como producto de
una lesiobn genética, son las causantes de enfermedad
hematolodgica seria. Excluimos de nuestro estudio las
“Talasernias™” pues en éstas no hay produccién de una variante
anormal de hemoglobina, sino alteracién en la proporcién de los
diversos componentes de la “hemoglobina normal” del adulto. La
lista completa de todas las variantes de hemoglobina, asi como su
descubridor, puede consultarse en el texto de Miale (28).

~ Las Hemoglobinas “S”, “C”, “D” y “E” son las causantes
de las principales hemoglobinopatias de importancia clinica.

Antes de considerar los aspectos clinicos de estas
enfermedades estudiaremos las caracteristicas de las
hemoglobinas anormales y los métodos diagnosticos para
identificacion de las mismas.

Hemoglobina — “S”, (=t A st ).

La Hemoglobina-S (Hb-S) es caracteristica de Ilos
eritrocitos que toman la forma falciforme: o de drepanocito
cuando son expuestos a agentes reductores. Este fendmeno y su

expresion clinica en la forma heterocigota de Hb-S, han sido
~conocidos por muchos afios. La formacién de drepanocitos fue
descrita en 1904 por Dressbach y el término ““Anemia de Células
Falciformes” fue introducido en 1922 por Mason. Diggs, en
1933, distinguié claramente entre el sindrome clinico de la
anemia de células falciformes y el rasgo heterocigbtico de células
falciformes. Esto fue una contribucién importante considerando
que precedid a los estudios definitivos sobre las diferencias
moleculares v la participacién genética.
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En 1927, Hahn y Gillespie sugirieron que la formacion de
drepanocitos ocurria en el estado reducido de la molécula, pero
no fue hasta 18 afios después que se establecid una diferencia en
el comportamiento electroforético entre la Hemoglobina normal
'y la Hb-S, como fue demostrado por Pauling e Itano. Neel fue el
responsable por la descripcién de los mecanismos genéticos que
“actualmente conocemos y que veremos mds adelante. Se conocen
combinaciones entre la Hb-Sy otras hemogloblnas dlferentes ala
'Hb—A

" La formacién de crlsta]es en soluciones de Hb-S, con
forma de drepanocitos fue demostrada por Harrls en 1950 y dio
la explicaciéon de la forma particular asumida por los eritrocitos
" con  esta hemogloblna Algunos investigadores (Ponder y
- Dervichian) consideran que esta forma es debida a una formacion
de una ultraestructura por la interaccién de 1a hemoglobina con
las lipoproteinas de la membrana del eritrocito.

La Hb-S se diferencia de la Hb-A porque en'la posicion
No. 6 de la cadena beta presenta un aminoacido Valina de carga
_neutra en lugar del dcido glutdmico de carga negativa de la Hb-A.

La Hb-S tiene una velocidad electrdforétic_a menor que la
Hb-A. o ‘

G {ys.
Hemoglobina - “C”, (’(z %, ).

. Esta variante fue descub1erta en 1950 por Itano, Se

'dlferenma de la Hb-A por presentar en la posiciéon No. 6 de la
cadena beta un aminoéacido Lisina en lugar del 4cido glutdmico de
laHb-A. A un pH de 8.6 y sobra papel filtro es la hemoglobina de
" mds lenta migracién que se conoce. Se encuentra principalmente
en negros y raramente en Caucdsicos.

Puede ser heredada en combinacién con la Hb-S o
_'Talasemla o en forma homocigdtica o en combinacién
heterocigdtica A/C. Los eritrocitos con esta hemoglobma bajo
condiciones de hipoxia, tamblen toman forma de drepanocitos.
Esta hemoglobina puede acompafiarse de enfermedad hemolitica
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en su forma homocigdtica o en combinacidn con otra variante o
con talasemia, Es frecuente identificar eritrocitos en forma de
tiro al blanco en las personas con esta hemoglobina. Las variantes
“S” y “C” son las que mds frecuentemente se acompafian de
enfermedad hemolitica.

Hemoglobina - D",

Se agrupa bajo este nombre a varios tipos de hemoglobina
anormal en las cuales puede haber anormalidades tanto en la
cadena alfa como en la beta. Se agrupan juntas por tener las
mismas caracteristicas electroforéticas sobre papel filtro. Pueden
ser diferenciadas por la técnica de impresién digital y analisis de
las cadenas polipéptidas. Por lo tanto el término “Hb-D” se
refiere a un grupe heterogéneo de variantes que tienen en comin
la misma movilidad al hacer electroforesis en papel.

Fue descubierta en 1951. No muestra predileccién por
ningin grupo étnico. La movilidad electroforética es la misma
que la de la Hb-S a un pH 8.6. La distincién entre ambas se debe
hacer por la técnica de reduccion de la hemoglobina para
formacion de drepanocitos (ver mds adelante) lo cual no ocurre
con la Hb-D y si con la *“S”; otro método para diferenciarlas es
por la técnica de solubilidad en ferrohemoglobina (ver
“Diagnéstico de laboratorio™).

¢
Hemoglobina - “E” £, 7826 ¥,

Fue descrita por primera vez por Itano en el afio 1954, Se
diferencia de la Hb-A por tener un aminoicido Lisina en la
posicion No. 26 de la cadena beta en lugar del dcido glutamico
que se encuenira en la Hb-A. Su mayor frecuencia es en Asia
Suroriental. Tiene la misma movilidad electroforética sobre papel
filtro que la Hb-A,, para diferenciarla de ésta hay que determinar
su secuencia de aminodcidos. En su forma heterocigética es capaz
de producir hemdlisis, aunque lo mds comin es que se asocie a
talasemia. Los eritrocitos con esta hemoglobima
caracteristicamente toman la forma en “tiro al blanco’.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO PARA
HEMOGLOBINOPATIAS

Introduccion:

Las técnicas disponibles para el estudio de una
hemoglobinopatia varian desde las muy simples hasta las
sofisticadas. Antes de discutir estas técnicas queremos enfatizar
que las indicaciones para estudios especiales usualmente son
resultado de hallazgos clinicos poco comunes o anormalidades
encontradas en estudios mds o menos rutinarios de sangre
periférica. Las hemoglobinopatias de significancia clinica son
caracterizadas por una anemia que puede variar de moderada a
muy severa y que es refractaria al tratamiento, El frote de sangre
periférica muestra varias de las siguientes caracteristicas, que
aunque no son absclutamente diagnodsticas, si sugieren la
posibilidad de una hemoglobinopatia: microcitosis, hipocromia,
células en tiro al blanco, normoblastosis, anisocitosis,
poikilocitosis, eritrocitos deformados con forma de drepanocitos
o formacion intraeritrocitica de cristales. Cuando la hemolisis es
severa como en las crisis hemolfticas de la anemia de células
falciformes, no s6lo hay severa normablastosis, sino una marcada
leucocitosis con desviacion a la izquierda que sugiere un proceso
infeccioso. Como la anemia de una hemoglobinopatfa es del tipo
hemolitico, usualmente aparece reticulocitosis, notdndose
policromatofilia, basofilia difusa, punteado baséfilo y eritrocitos
macrociticos. En el recién nacido los hallazgos pueden
confundirse con los gue se encuentran en la enfermedad
hemolitica isoinmune.

El frote periférico es pues una prueba que nos conduce a
sospechar una hemoglobinopatia, pero el diagnéstico de certeza y
la identificacidon de la misma se puede hacer a través de las
siguientes pruebas: .
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1. Pruebas para provocar la formacion de drepanocitos:

Cuando los eritrocitos conteniendo Hb-S son expuestos a
una tensidon reducida de oxigeno, toman una forma
marcadamente distorsionada semejando ‘‘bananitos”, estas
células son las conocidas como drepanocitos y presentan
proyecciones filamentosas irregulares. El fendmeno de la
formacion del drepanocito es un reflejo de la cristalizacion de la
hemoglobina dentro del eritrocito.

La formacion de drepanocitos es muy sugestiva de la
presencia de Hb-S pero debe recordarse que los eritrocitos
conteniendo Hb-C, Hb-I y Hb-Baris pueden en algunas ocasiones
asumir la forma de drepanocitos.

Se han usado varios métodos para demostrar fa. formacion
de drepanocitos: Si colocamos una gota de sangre con Hb-S sobre
un portaobjetos y la cubrimos con un cubreobjetos y sellamos los
bordes del mismo, el oxigeno presente sera consumido por los
eritrocitos en poco tiempo, de modo que al bajar la tension de
oxigeno se formardn los drepanocitos. Este efecto se alcanza en
pocas horas cuando se trata de anemia de células falciformes,
pero es mds lento si la sangre tiene Hb-A/S. En presencia de ésta,
ademds de ser un proceso mds lento la formacion de
drepanocitos, también hay formacion de menor cantidad de ellos
y con una morfologia menos bizarra que en el caso de Hb §/8S.

Se puede provocar formacion de drepanocitos colocando
una banda de hule por 5 mftos.. alredor del! dedo del cual
tomaremos la muestra, pues de este modo producimos una
hipoxia intensa provocando la drepanocitosis.

Se puede alcanzar aiin mayor formacion de drepanocitos
si se afiade a la sangre un agente reductor como el metabisulfito
sodico o la ditionita sddica.

Con este método los eritrocitos con Hb A/S o §/S
siempre formardan drepanocitos. Hay unos pocos casos reportados
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de eritrocitos con Hb A/S que no formaron drepanocitos, pero se
cree que esto se debid a que la concentracidon de Hb-S era menor
a la requerida para la formacién de drepanocitos, que es del
100/o o mds, sin embargo la evidencia no es del todo
convincente. Se ha visto que una alta concentraciéon de Hb-F
aparentemente inhibe la formacion de drepanocitos como se ha
visto en los eritrocitos de recién nacidos con Hb-A/S.

Al hacer determinaciones de concentracibn de
hemoglobina se ha notado que los eritrocitos conteniendo Hb-S
se hemolizan incompletamente en el reactivo de cianuro,
apareciendo una solucidon turbia. Este hallazgo accidental debe
orientarlo a uno por la presencia de Hb-S.

2, Prueba de turbidez en tubo de ensayo:

Wei-Ping-Loh (25) y Greenberg, Harvey y Morgan (15)
reportaron casi simulidneamente una prueba para identificacion
de la Hb-S basada en la baja solubilidad de la misma al ser
deoxigenada en presencia de un buffer concentrado de fosfato. El
reactivo precipitante se forma mezclando un buffer de fosfato
2.36 M con una solucién de_saponina al 50/0 y una solucién de
ditionita sbdica al 200/0 en un pH de alrededor de 7.

Para la prueba se mezclan 0.02 ml de sangre completa
(con o sin anticoaguiante) en un tubo de ensayo de 12 mm de
didmetro, con 2 ml del reactive precipitante, agitando ¢l tubo
suavemente, luego se deja reposar por 3 minutos para permitir la
lisis de los eritrocitos. Si la solucion se vuelve “opaca” es signo
indicativo de la presencia de HDb-S, aunque también se ha
observado opacidad en casos de hemoglobina A/C (Harlem).

Con Hb §/S 1a prueba es positiva cuando el hematocrito
es mayor del 100/o (concentracién de Hb-S de 3.2 gx 100 ml) v
es negativa con hematocrito de 50/0 o menos (concentracién de
Hb-8 de 1.6 g x 100 ml).

Al tener Hb A/S la prueba es positiva con hematocrito
arriba del 150/o (2.2 g x 100 ml de Hb-S), pero no hay
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precipitacién al bajar al 100/0 (1.4 g x 100 ml de Hb-S),

Puede ocurrir una prueba positiva falsa en pacientes con
mieloma multiple debido a la precipitacion de proteinas
plasmadticas (15).

Esta prueba se ha encontrado ser mas sensitiva y exacta
que la prueba de formacion de drepanocitos con metabisulfito,
Se calcula que el costo del material por cada examenesde 3 a 4
centavos de quetzal por lo que puede ser usada para programas de
deteccidn en masa. :

3. Prueba de solubilidad sobre portaobjetos:

Ratanaubol et al (41) basados en la caracterfstica de la
insolubilidad de la Hb-S reducida por la ditionita sédica en
presencia de un buffer fuerte de fosfato, idearon una prueba que
consiste en cubrir un frote de sangre periférica con una mezcla de
ditionita sddica y un buffer de fosfato 2.19 M, seguidamente se
lava con alcohol metilico absoluto y agua destilada y luego se
tifie con Safranina. El frote se puede examinar macroscopica o
microscOpicamente. En presencia de Hb-S el frote toma un color
rojizo o rosado oscuro. Se interpreta negativo si no se colorea o si
permanece rosado pdlido. Al examen microscopico
encontraremos, en los casos de Hb-§ (homocigdtica o
heterocigdtica), células coloreadas que aln contienen
hemoglobina. Esto nos indica que esta hemoglobina fue insoluble
en la solucidn que usamos por lo que permanecid dentro de la
célula y se colored con la .safranina. Obviamente en los casos
negativos se verdn células no coloreadas o sdlo estroma debido a
la disolucién de la hemoglobina por el reactivo. Con esta prueba
no se puede diferenciar la Hb A/S de 1a HB §/S. Se le reconocen
varias ventajas sobre las otras pruebas de solubilidad: a. Los
- frotes positivos o negativos son estables por varias semanas
después de preparados. b. El frote puede servir como un record
permanente para futuros examenes. ¢. Otros poikilocitos no se
confunden con los drepanocitos. d. El procedimiento es corto y
facil.
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Los frotes que van a ser examinados por este método no
deben ser guardados mds de dos semanas antes de procesarlos
para evitar falsos positivos.

4. Desnaturalizacion por alcali:

Algunas hemoglobinas son desnaturalizadas por dleali,
mientras que otras no. El mecanismo responsable de ésto no es
aun bien entendido pero baste decir que la Hb-F es resistente a la
desnaturalizacidon mientras que la Hb-A no 1lo es. Las
hemoglobinas “Bart’s” y ‘““J” tienen mayor resistencia a la
desnaturalizacién que la Hb-A. Todas las otras variantes de
hemoglobina son desnaturalizadas por un dlcali fuerte. Este
método ha sido muy usado para la diferenciacién entre Hb-F y
Hb-A.

Es importante apreciar que mientras el valor de este
método es indiscutible, la desnaturalizacion no es una reaccion de
“todo o nada”, sino que estd en funcién de tiempo, pH vy
solubilidad alterada. Cuando una solucién de oxihemoglobina es
hecha fuertemente alcalina, la molécula de hemoglobina es
desnaturalizada y se vuelve insoluble a un pH normal. La Hb-F
tiene una velocidad de desnaturalizaciéon mucho mas lenta que la
Hb-A. En la sangre normal hay aproximadamente un 2o0/o de
“hemoglobina resistente al dlcali”.

5. Solubilidad de la Ferrohemoglobina:

La aplicacién de medidas de solubilidad a las soluciones
de hemoglobina muestra que mientras la oxihemoglobina “A”y
la “S” se comportan similarmente, ia ferrohemoglobina “S™ tiene
una solubilidad menor que cualquier otra, Este hecho se
aprovecha para distinguir entre la Hb-S y la Hb-D pues ambas
tienen idéntica movilidad electroforética. La ferrohemoglobina
“C” tiene una solubilidad mayor que la “A”.

6.  Electroforesis sobre papel filtro:

La técnica de la electroforesis ha sido la mds 1util
herramienta para la deteccidn de las principales variantes de




hemoglobina. Hace unos afios se efectuaba sobre papel filtro
pero actualmente el medio de soporte que mds esti usindose es el
acetato de celulosa. Veremos ahora los principios de la técnica de

electroforesis los cuales son los mismos con cualquier medio de
soporte que usemos,

Cuando soluciones de hemoglobina adecuadamente
p?'eparadas son sometidas a una carga eléctrica, a un pH fijo, los
diferentes tipos de hemoglobinas mostrardn una movili,dad
electroi:()‘réjfica diferente. La movilidad también depende de la
fu_erzajomca del buffer. A menor fuerza ibnica, mds rapidaa
migracion y menor desarrollo de calor: una mayor fuerza idmica
produce bandas electroforéticas mas definidas pero la migracién
es mds lenta. La siguiente formula define la fuerza idnica (1)

donde: g = 0.8 % \\’\12'

Fuerza idnica
molaridad de cadsa i6n
valencia de ¢ada ion

U
m
z

L I,E,n electroforesis sdlo se puede usar corriente eléctrica

directa”. Esta corriente es dirigida del electrodo negativo
(cdtodo) a través del buffer y el medio de soporte hacia el
ele’:ctrf)do positivo (dnodo). Fl exceso de calor debido al flujo
el‘ectrlgc‘) puede destruir algunos componentes libiles y producir
chstc_)rsulm de los patrones de migracién. Usando sistemas de
enfriamiento se puede obtener una &ptima migracion, atn con
buffers de alta fuerza iénica (1). Para “correr’” las eleétroforesis
se escoge un pH al cual las diferentes hemoglobinas mostrarin
diferente movilidad debido a sus distintas cargas eléctricas Se usa
una fuerza idnica lo suficientemente baja como para perm:itir una

m1grac1qn_ optima pero no tan baja como para interferir con la
conductividad eléctrica,

; Debe siempre recordarse que la movilidad electroforética
epende de la carga neta de la molécula y que solamente aquellas

sustituciones que cambian la carga neta, afectardn la velocidad de
migracion. La electroforesis separari sdio aquellas hemoglobinas
que difieren en su carga neta en la molécula por lo que es posible
tener extensas sustituciones de aminodcidos formando cadenas
polipéptidas muy diferentes pero que muestran igual velocidad de
migracidn electroforética. Por lo tanto, dos muestras de
hemoglobina teniendo caracteristicas electroforéticas idénticas
pueden ser diferentes con respecto a su estructura de las cadenas
polipéptidas,

Las principales ventajas de esta técnica son simplicidad y
bajo costo de los aparatos. El uso de dos ¢ tres bOferes diferentes
ayuda a diferenciar entre la mayoria de variantes de
hemoglobina. Para uso rutinario un buffer de pH 8.6 es bueno
para distinguir las hemoglobinas A, Sy C.

En la Figura No. 9 mostramos las posiciones relativas de
las principales variantes de hemoglobina después de electroforesis
con buffer de barbital a pH 8&.6. La barra gris separa las
hemoglobinas velocidad rédpida {anddicas) de las lentas
(catddicas). La hemoglobinas anormales mds comunes son las
lentas F, S, C, Dy E. :

Las hemoglobinas “S” v “D” que tienen igual velocidad
electroforética a pH 8.6 se pueden diferenciar
electroforéticamente usando un buffer de citrato con pH 6.2
(26).

Las principales desventajas de la electroforesis sobre papel
filtro (que no ocurre al usar acetato de ceiulosa) son: 1. Método
relativamente poco sensitivo pues por ejemplo no detecta menos
del 150/0 de Hb-S en una mezcla de Hb A/S y no permite
distincién de componentes menores como la Hb-A5. 2. La
movilidad no es mesurable en unidades absolutas sino sélo
relativas. 3. La técnica estd pobrementie adaptada para
cuantificacion de los componentes de las hemoglobinas.

Estas desventajas han sido superadas con el uso de acetato
de celulosa v 1o veremos més adelante.
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7. Electroforesis sobre acetato de celulosa y gel de agar:

Como ya dijimos, la técnica de electroforesis en papel
tiene varias desventajas v a veces se producen electroforegramas
borrosos. Han sido usados otros medios de soporte tales como el
acetato de celulosa, el gel de agar, gel de almidén, gel de
acrilamida y la agarosa. Los dos ultimos dan muy buena
resolucidon pero requieren muche fiempo vy cuidado para
prepararlos. El acetato de celulosa ha probado ser el medio més
practico. Su uso se reportd por primera vez por Kohn en 1957,
Su trabajo mostrd el valor de las pruebas diagnésticas hechas en
acetato de celulosa y su superioridad sobre los otros medios
usados en ese tiempo. En el 1962 se introdujo comercialmente
una tira de poliacetato de celulosa de bajo costo que demostré
ser un excelente medio de soporte en donde se obtienen
separaciones bien definidas en aproximadamente 30 minutos.

El equipo necesario no es caro y es ficil de usar. Los
patrones electroforéticos de la hemoglobina normal de adulto
hechos sobre acetato de celulosa muestran una fraccidn muy
intensa de Hb-A (95 a 980/0) que estd seguida por una fraccién
de Hb-A, (menos de 3.50/0). Se pueden observar dos productos
adicionales que no forman parte de la hemoglobina, son la
anhidrasa carbénica I v II.

Ha sido bien establecido que el acetato de celulosa esun
medio estabilizante rdpido y conveniente para la separacion de las
soluciones de hemoglobina. Los electroforegramas son
reproducibles, capaces de detectar la Hb-F en pequefias
cantidades y muestran separaciéon de Hb-A, en presencia de

Hb-5. Ademds es posible separar Ib-F en presencia de alta
cantidad de Hb-A.

Actualmente con 1la técnica recomendada por la
Compafiia Gelman (1) para electroforesis de hemoglobina
claramente se puede diferenciar la Hb-A de la Hb-F, La presencia
de Hb-I se detectard en todos los hemolizados normales, aunque
la cantidad es tan pequefia que su cuantificacién es imposible, La
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fraccion de Hb-F migra aproximadamente 2 mm detrds de la
Hb-A y 1 mm delanie de la Ib-S. Para mejores resultados los
hemolizados deben ser frescos. Es preferible correr
simultidneamente hemoglobinas patrones ya conocidas junto con
la muestra para comparar las distancias de migracion.

8. Electroforesis sobre acetato de celulosa gelatinizado:

El método anteriormente descrito sobre acetato de
celulosa no puede diferenciar entre las hemoglobinas “I” y
“Bart’s” de migracion rapida. Chindavanig v Ghmnardetch (11)
hicieron un estudio usando acetato de celulosa gelatinizado
(diacetato de celulosa combinado con un gel) para la separacion
de estas hemoglobinas. Se ha visto que este medio da resoluciones
muy claras aGn de las hemoglobinas “ripidas” por lo que puede
ser usado para la separacion de las hemoglobinas “H” y “Bart’s”,
y después, y después se puede hacer cuantificacion
densitométrica de las mismas, Con este medio y usando un buffer
“Tris-glicina” de pH 8.6 a 250 volis se pueden obtener
separaciones de las hemoglobinas “A”, “F”, “S”, “A5”, “H” y
“Bart’s”. La A, y la E viajan a la misma velocidad por lo que no
pueden ser separadas. Usando este medio la Hb-“I” aparecio
como una banda estrecha claramente definida, al contrario de lo
que ocurre al usaracetato: de celulosa donde aparece ancha y
difusa. Este método se recomienda principalmente para la
separacion de las hemoglobinas inestables “II” y “Bart’s” pues las
demds pueden ser bien separadas usando el acetato de celulosa.

9. Electroforesis sobre bloque de almidén:

Este método le sirvid a Kunkel y Wallenius para descubrir
el componente menor de la Hb-normal, la Hb-A~. Desde entonces

se ha convertido en la técnica mds empleada para separar y
cuantificar la Hb-A,. También es 0til para separar la Hb-Lepore

de la Hb-A. Es un buen método para separar las hemoglobinas de
migracién ripida como la “H” y la “Bart’s” pero, a diferencia del
anterior, tiene la desventaja que es un procedimiento complicado -
v no se puede hacer cuantificacién por densitometria. Por ello se
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recomienda el medio de acetato de celulosa gelatinizado para la
separacion de estas hemoglobinas.

10. Electroforesis sobre gel de almidon:

Es de los mejores métodos de electroforesis. Da una
excelente resolucidén no sélo de Hb-A v Hb-F sino de muchos
otros componentes. El problema es que es mucho menos practico
para trabajar que la técnica del acetato de celulosa.

11. Electrofresis y pruebas de solubilidad con muestras de
sangre obtenidas sobre papel filtro:

Se puede practicar electroforesis a una muestra de sangre
que se ha colocado en un papel filtro. La técnica consiste en
poner una gota de sangre sobre un papel filtro, Luego esta gota se
diluye o separa mediante un reactivo hemolizante especial, la
hemoglobina asi obtenida se puede estudiar por electroforesis y
por pruebas de solubilidad (17). Se ha usado el método de
electroforesis con acetato de celulosa y para aquellos
hemoglobinas que no se separan en este medio se ha usado una
adaptacion del método de agar-citrato. También se ha usado un
nuevo sistema para andlisis de las cadenas de globina por
electroforesis en acetato de celulosa.

Se han confeccionado pruebas de solubilidad usando la
muestra en papel filtro para diferenciar hemoglobinas que forman
drepanocitos v que no los forman pero que tienen igual
movilidad electroforética. Esta técnica es recomendada para
estudios en masa debido a su bajo costo (17). Haynes ¢ Ingram
(19) han reportado una variedad de la técnica anterior en la cual
colocan una muesira de sangre completa sobre papel filtro
“Whatman” de 3 mm, esperan a que seque y luego €l papel con la
muestra y una membrana de electroforésis de acetato de celulosa
son mojados con una mezcla de biferes para electroforesis (19).
Las hemoglobinas se transfieren directamente poniendo en
contacto el papel mojado con la muestra de la membrana de
celulosa. Se obtiene una buena separacion de las hemoglobinas
“A”, “S” y “C”. Las hemoglobinas pueden identificarse aun sin

e to
m#fsfra
hemog - campo electrico  +
A
F
S
C .
: ;
E ]
G
H
|
J
K
A2

Figura No. 9

Posiciones relativas de algunas variantes de hemoglobina
después de electroforesis con buffer de barbital a
pH 8.6. La barra gris en la posicion de la hemoglobina
A" separa las hemoglobinas “rapidas’” de las “lentas".
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tincién siempre que la sangre seca no haya sido guardada por mas
de dos semanas a temperatura ambiente.

12. Cromatografia de intercambio idnico:

Las técnicas mis sensibles para la separacién y
cuantificacién de las fracciones de hemoglobina estin basadas en
Ia cromatografia de intercambio iénico. Varios aniones y cationes
de intercambio han sido usados:  Amberlite, IRC 50,
Carboximetil celulosa, DEAE celulosa, DEAE sephadex. Uno de
los que mds ha trabajado en ésto ha sido Huisman quien prefiere
DEAE celulosa, Mayores detalles pueden consultarse en el texto
de Miale (28). :

13. Técnica de impresion digital:

Esta técnica, desarroliada por Ingram, estd basada en Ia
digestion triptica de la hemoglobina-seguida por electroforesis en
papel filtro en una direccién ¥ cromatograffa en angulo recto. La
tripsina divide las cadenas polipéptidas sdlo en aquellos puntos
donde se encuentran los aminoécidos basicos lisina Y arginina. El
cromatograma resultante es up mapa bidimensional de 1os
- peptidos tripticos, cada péptido estando colocado en una
posicién  definida Y caracteristica, de ahi ] nombre de
“impresion digital”. Por esta técnica se detectan diferencias
gruesas en los polipéptidos de las hemoglobinas. Cuando se
identifica un peptido triptico anormal, éste puede ser aislado por
- cromatogratia en columna ¥ Su composicidon exacta de
- aminoscidos puede determinarse por los métoodos apropiados,

14. Técnica de hibridizacién:

Cuando una solucién de hemoglobina se pone en medio
dcido con pH menor de 5 o alcalino con pH mayor de 11, la
molécula de hemoglobina se disocia én dos subunidades de 13
mitad del tamafio de |a molécula original. Trayendo el pH de
uevo a neutro las subunidades se recombinan espontineamente.
Es probable que 1a disociacién sea de Ia molécula entera
(?.,7. o, ’.‘?) formando moléculas simétricas que son la mitad




(=</3) y luego pasando a formar cadenas individuales
(3 v /3 ). Las cadenas individuales se pueden entonces
recombinar para formar nuevas mitades de moléculas simétricas y
luego la molécula original. Si estos evenios ocurren en una mezcla
de subunidades de dos hemoglobinas diferentes, la recombinacion
puede entonces ocurrir entre subuniades de una hemoglobina con
las de la otra o bien con las de la misma hemoglobina. Por lo
tanto podemos formar moléculas “hibridas” que difieren en
propiedades fisicas (como la movilidad electroforética y la
conducta cromatogrifica) v que se pueden identificar comeo
diferentes de las moléculas originales, Esta técnica ha sido usada
ampliamente para detectar cunando una anormalidad de la
molécula de hemoglobina reside en la cadena alfa o en la beta,
También es util para probar la igualdad o diferencia entre dos
hemoglobinas; por ejemplo si las dos hemoglobinas a estudiar
tienen cadenas alfa v beta (o0 de otro tipo) idénticas, entonces la
recombinacion no formard un hibrido diferente a la molécula
original. Si la composicién de la cadena de alguna de ellas fuera
diferente entonces se formard un ‘*hibrido™ diferente a la
molécula original.

MECANISMOS PATOFISIOLOGICOS EN LAS
HEMOGLOBINOPATIAS

Una hemoglobinopatia existe cuando hay una anemia
hemolitica debida a wun defecto eritrocitico intrinseco y
hereditario causado por la presencia de una hemoglobina anormal
o por una sintesis deficiente de hemoglobina (talasemia) o por
una combinacion de las dos condiciones anteriores. Ya hemos
enfatizado que la presencia de una hemoglobina anormal por si
misma no necesariamente produce enfermedad hemolitica.

Los principales desdrdenes hematologicos encontrados en
la presencia de algunas variantes de hemoglobinas humanas son
directamente atribuibles a cambios en la secuencia de
aminoicidos que dan lugar a una variedad de cambios estéricos en
la molécula. Estos pueden afectar la solubilidad de Ia
hemoglobina, su habilidad para reaccionar con oxigeno o pueden
causar inestabilidad que produzca la precipitacién de la
hemoglobina dentro del eritrocito (10).

En general, 1a presencia en forma heterozigdtica de una
hemoglobina anormal, como la Hb A/S, es asintomatica. Por el
otro lado el estado heterozigdtico doble es algunas veces
acompafiado por anemia hemolitica moderada a severa como en
la Hb-S/Talasemia.

El estado homozigbdtico para ciertas hemocglobinas
anormales (Hb-S y Hb-C) estad siempre acompafiado por anemia
hemolitica moderada a severa. Con otras hemoglobinas anormaies
el estado homozigdético es casi siempre . asintomdtico, sin
embargo, una hemoglobina anormal que es asintomdtica atin en el
estado homozigdtico, puede en combinacidén con talasemia o
alguna otra anormalidad eritrocitica producir enfermedad
hemolitica.

Repetidamente se ha demostrado que en las
hemoglobinopatias el tiempo de vida de los eritrocitos estd
disminuido pero ain no se ha explicado el por qué de este




fenbmeno en un erifrocitc que contiene una hemoglobina

anormal solo en un aminoicido. En la anemia de células
falciformes hay formacion de drepanocitos los que se agrupan en
los pequefios vasos. Esto da una explicacion 16gica para pensar
que se aumenta la lisis (disminuyendo el tiempo de vida de los
eritrocitos), principalmente porque los drepanocitos tienen una
fragilidad mecanica aumentada. Sin embargo esta explicacion no
se aplica a otras hemoglobinopatias. Por microscopia electronica

se ha obienido alguna evidencia de que en la talasemia hay

anormalidades estructurales de la membrana del eritrocito.
Podemos especular que la sobrevida disminuida pudiera ser
explicada en base a anormalidades de la membrana del eritrocito,
particularmente si noso_tfos consideramos la membrana como una
orientacién especial de moléculas de hemoglobina y lipidos.

,Como la integridad de esta membrana es mantenida por sistemas

de enzimas intracelulares los cuales desaparecen a medida que el
eritrocito envejece, es obvio que tendremos que saber mis de los
procesos de envejecimiento del eritrocito antes de poder explicar
la sobrevida disminuida.

Eyimofe Boyo y J. tkomi-Kumm (4) efeciuaron estudios
de calorimetria con eritrocitos de pacientes con hemoglobina
normal, con Hb S/S, Hb S/C y Hb C/C. Los eritrocitos que
formaban drepanocitos mostraron una produccidn de calor
metabolico significantemente mayor que el de las células
normales. Se ha sugerido que los cambios conformacionales en la
estructura de la Hb-S o C causados por la deoxigenacién pueden
causar un incremento en la actividad metabélica y que ésto puede
constribuir significantemente a reducir la sobrevida de los
eritrocitos que confengan estas hemoglobinas.

La perpetuacion de la anemia de células falciformes y la
presencia de Hb-S en forma heterozigbtica ha sido atribuida en
parte a una curiosa inmunidad contra la malaria producida por
Plasmodium faiciparum de las personas que presentan esta
hemogiobina, Asi estas personas estin protegidas contra una
enfermedad que es endémica en las areas donde ellos viven y que
es causa de alta morbilidad y mortalidad entre las personas que
no presentan esta hemoglobina. Una proteccién igual ocurre en
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las personas que presentan una deficiencia hereditaria de Glucosa
—6— fosfato deshidrogenasa (G—6—PD), aunque ambas
condiciones son genéticamente independientes (20 En ambos
casos el mecanismo de resistencia es desconocido y pareciera que
los eritrocitos con hemoglobina anormal o con contenido
enzimdtico alterado no son de la predileccion del pdrésito.
Piomelli et al (40) han estudiado pacientes que habian heredado
simultaneamente ambos defectos y concluyeron que estos
pacientes se beneficiaban con ésto pues parece que un defecto
mitiga el otro. La anemia de células falciformes hace menos
aparente el defecto enzimdtico de los eritrocitos hasta el punto
que el genotipo productor de la deficiencia de G—6—PD puede
ser enmascarado, Por el otro lado la deficiencia de G—6—PD
modifica la severidad clinica de la anemia de células falciformes.
Este efecto parece ser tan importante que seria en extremo
conveniente investigar los mecanismos para esta proteccién a fin
de poder emplear este conocimiento en la terapéutica de la
enfermedad. Konotey-Ahuleu et al (24) no estdn de acuerdo con
la opinion de Piomelli et al (42) y por el contrario reportan que
en sus pacientes han observado que la presencia de Hb $/S con
deficiencia de G—6—PD se acompaiia de peor curso clinico que
cuando se presenta una sola de estas entidades solas. Piomelli et
al no aceptan esta interpretacion y en efecto parecen tener mejor
evidencia para sustentar la primera hipdtesis que vimos. La
deficiencia de G—6—PD aparece Unicamente en el sexo
masculino, Como regla se observa alta incidencia de la misma en
dreas donde la malaria fue endémica en el pasado, pero alin asi
muchos investigadores se muestran renuentes a aceptar que ésto
sea el producto de un mecanismo de defensa contra la malaria
(48), (14).
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CUADRO CLINICO DEL RASGO
DREPANOCITICO A/S.

En las personas heterozigoticas con Hb AfS la
concentracion de Hb S en los hemolizados suele ser inferior al
400/0, concentracidon demasiado baja para permititr que se
produzca formacidon de drepanocitos en una atmosfera con
tensidon de oxigeno fisiologico. Es por esta razén que estas
personas no presentan anemia hemolitica u obstrucciones
vasculares (35). El fendmeno de drepanocitosis o formacion de
células falciformes es debido a la marcada insolubulidad de la
Hb-S reducida que cristaliza dentro del eritrocito causando que el
eritrocito tome esa forma caracterfstica. Este fenémeno es
facilmente demostrable incubando los eritrocitos con un agente
reductor fuerte como el metabisulfito sodico.

Los pacientes con el rasgo heterocigdtico A/S son
usualmente asintomdticos pero se pueden presentar casos de
hipostenuria o hematuria idiopatica (10). Statius van Eps et al
(47) efectuaron estudios microangiogrificos en los rifiones de
pacientes con Hb §/S, IIb A/S y Hb S/C respectivamente.

Los pacientes con Hb S/S mostraron lesiones gruesas de
los vasos de la médula renal con ausencia casi completa de los
“vasa recta”. Los pacientes con Hb A/S o Hb S/C mostraron
reduccién del nitmero de los ‘“‘vasarecta” y pérdida de la
arquitectura normal de las piramides. Estos hallazgos sugieren
que la lesion bdsica en esta nefropatia es obliteracidn de los “vasa
recta’ lo que causa las anormalidades observadas en la funcién de
concentracion (hipostenuria), pues estos vasos forman una parte
intrinseca del sistema de contracorriente del asa de Henle. Los
eritrocitos que atraviesan la médula renal hiperosmdtica (debida a
una multiplicacién de la contra-corriente) sufrirdn
transformacién a forma drepanoctica, FEl incremento en
viscosidad que acompafia a este fendmeno obstaculiza la
circulaciéon a través de los “‘vasa recta” creando hipoxemia con
acidosis concomitante, y ambos factores a su vez promueven
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mayor formacion de drepanocitos y de micro trombos con
obliteracion de estos vasos, Para informaciéon mds amplia a este
respecto se recomienda consultar el trabajo de Statius van Eps et

al (47).

Cuando un sujeto con Hb A/S es sometido a una
atmosfera con baja tensidon de oxigeno como puede ocurrir en
'grandes altitudes o durante la anestesia general, puede presentarse
formacién intravascular de drepanocitos en el higado, bazo,
cerebro o pulmones causando infartos. Se han reportado varios
casos de estos pacientes que han muerto durante la anestesia
general (25). La tnica medida terapéutica en esta situacion es dar
una cantidad adecuada de oxigeno. Se han reportado casos de
muerte sibita ocurridos en personas con Hb A/S sometidas a
gjercicio intenso (21).
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ANEMIA DE CELULA FALCIFORMES:

Este desorden fue descrito por vez primera por Herrick en
1910 después de encontrar eritrocitos en forma de drepanocitos
en la sangre de pacientes que padecian de una forma peculiar de
anemia cronica. Aproximadamente 1 de cada 600 negros en los
Estados Unidos sufren de csta enfermedad hereditaria que es
causante de hemdlisis. En Guatemala se desconoce la prevalencia
de esta enfermedad. En nuestro estudio investigamos 83 personas
de raza negra aparentemente sanas, residentes en Puerto Barrios,
Departamento de Izabal y no encontramos ningn caso, aunque
conocemos varios casos detectados en el Hosp. Roosevelt = Los
resultados de esta investigacion son analizados ampliamente en el
capitiulo sobre “Resultados”. Los casos que se encuentran en la
literatura en personas no-negras son en su mayoria
combinaciones de Hb-S con oira variante anormal o bien con
talasemia © son personas cuyos antecesores son negros. En
Guatemala, J. Alvarado M y col (2) reportaron en el 1971, dos
casos de anemia de células falciformes detectados en una familia
de indigenas en los que aparentemente no habia ascendencia de
raza negra. Se investigd hasta la tercera generacibn no
encontrando negros. Todos los de la familia son onginarios del
municipio de San Raymundo las Casillas, Depto. de Guatemala.

Patogénesis:

La mayoria de las manifestaciones en esta enfermedad
estan relacionadas con la propiedad caracteristica de la Hb—S que
es la cristalizacion al estar en una atmésfera con baja tension de
oxigeno. El fenémeno de formacion de drepanocitos es
directamente proporcional a la concentracion de Hb-S vy se
favorece cuando existe un pH dcido y bajo condiciones de estasis
que tienden a aumentar la deoxigenacidn de la hemoglobina. Por
ello es que los tejidos que normalmente contienen sangre a
tensiones bajas de oxigeno y un pH reducido, tal como ocurre en
la médula renal y en las arteriolas pulmonares, son
particularmente susceptibles a la formacion de drepanocitos y la
sucesion de eventos que siguen después. O sea, que se desarrolla
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un circulo vicioso pues los drepanocitos son practicamente atrapados
en los capilares mds pequefios, en las arteriolas terminales y en las
venas, causando con ésto estasis que se sigue de un aumento en ja
deoxigenacion de la hemoglobina, baja del pH y consecuente
aumento en la formacién de drepanocitos que a su vez causa
trombosis e infartos locales, Ademds, debido a la hipoxia local
ocurrird dafio celular, vasoespasmo, formacion de edema,
hemoconcentracién y deposicion de fibrina. Este mecanismo
patogénico es seguramente el responsable de la mayoria de los
dafios encontrados en esta enfermedad, tales como dolor y edema
de los érganos afectados, autoesplenectomia, necrosis aséptica de
huesos (especialmente en cabeza de humero y fémur), Glceras en
las piernas, hematuria, priapismo y complicaciones pulmonares y
del sistema nervioso central. El mismo mecanismo probablemente
es también el responsabie de 1as crisis dolorosas periédicas tipicas
de esta enfermedad que se localizan més frecuentemente en
abdomen, huesos vy articulaciones. Ademds del dafio localizado a
ciertos Organos producido por la drepanocitosis intravascular,
también puede ocurrir formacién masiva y sistémica de
drepanocitos que en algunos casos ha sido responsable de muerte
siibita, principalmente en pacientes muy jovenes y mujeres
embarazadas.

El proceso hemolitico se incrementa en los drepanocitos
pues éstos tienen una fragilidad mecanicaaumentada y son maés
rapidamente fagocitados y destruidos que las otras células sin
Hb—S. Muchas de las otras manifestaciones patologicas de esta
enfermedad son consecuencia directa del proceso hemolitico
establecido, como por ejemplo los desordenes hepdticos y de la
vesiculo biliar, ictericia, hiperplasia de la médula 6sea, litiasis
biliar.- La hemolisis también es causante de la anemia crdnica la
cual causa un desarrolo subnormal y la aparicion de
complicaciones cardiacas,

Manifestaciones clinicas:
Los sinftomas atribuibles a esia anemia aparecen

gradualmente durante los ultimos meses del primer afio de vida
despuéds de que Ia Hb-fetal normal del recién nacido ha sido
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reemplazada por Hb-S. Lo frecuente es que estos pacientes vivan
pocos afios, sin embargo, debido a las mejoras en la terapéutica
de esta enfermedad, frecuentemente se han visto pacientes que
han vivido hasta los 40 afios, La prolongacién de la sobrevivencia
légicamente nos lleva a ver mds frecuentemente ~eventos
tromboticos en diferentes 6rganos. Después de los 30 afios de
edad parece haber una curiosa reduccién en la severidad de las
crisis dolorosas.

Tal vez las complicaciones mds peligrosas en esta anemia
son los episodios repetidos de infeccion. En los afios recientes se
han obtenido claras evidencias de que estos pacientes sufren una
marcada susceptibilidad a infecciones severas, especialmente a la
meningitis neumocoéccica (20). Pearson y col (10) han mostrado
que los nifios con esta enfermedad no pueden remover de la
sangre particulas coloidales del tamafio de las bacterias,
aparentemente porque el bazo estd repleto de drepanocitos. Este
estado de “asplenia funcional” puede explicar al menos en parte
la propensidad a la enfermedad bacterémica neumocdccica en
esta poblacidon. Winkelstein y Drachman (20) han demostrado
que el suero de pacientes con anemia de células falciformes es
deficiente en opsoninas para el neumococo y que no tiene
capacidad para incrementar la fagocitosis de los neumococos tal
como lo hacen los sueros normales. Se piensa que la opsonizacion
deficiente es debida a un defecto en el sistema de la properdina.

Barrett-Connor y col (42) condujeron un estudio en el
condado de Dade, Florida, donde estudiaron las hospitalizaciones
por procesos infecciosos bacterianos en un grupo de negros con
esta anemia. En 166 pacientes encontraron 250 hospitalizaciones
por las causas antes dichas. Un 300/0 de las hospitalizaciones
fueron en nifios de menos de 4 afios de edad. Al comparar el
riesgo de contraer infecciones bacterianas entre los negros con Hb
S/S v los negros sanos encontraron que los primeros presentaban
una posibilidad 25 veces mayor de contraer salmonelosis, 7 veces
mayor para shigellosis, 8 veces mayor para tuberculosis y 309
veces mayor para meningitis bacteriana y entre estas fue 579
veces mayor para meningitis neumococcica y 116 para meningitis
por influenza. Del total de la poblacién de pacientes enfermos

.
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con Hb /S hubo un 90/o que mostrd mayor susceptibilidad que
el resio. Los nifios tienen mayor susceptibilidad que se cree
debida a la falta de anticuerpos especificos a los muchos tipos
antigénicos de neumococos y otros pidgenos.

Se sabe, por los mecanismos ya explicados anteriormente,
que en esta enfermedad se desarrollan 4areas de hipoxia focal en
hueso, bazo, sistema nervioso central, pulmén, piel y rifién. En
estas dreas localizadas es posible que como resultado de la
hipoxia la capacidad bactericida de los leucocitos esté dafiada, Es
interesante que las cepas de Shigella, Salmonella y Neumococo
que frecuentemente se encuentran en estos pacientes crecen bajo
condiciones anaerébicas. Por lo tanto estos pacientes son
particularmente susceptibles a estas bacterias. '

Otras causas de muerte, ademds de las infecciones, son
descompensacién cardfaca secundama a la anoxia,
descompensacion hepdtica y procesos trombédticos
principalmente del cerebro. Hay un estudio sobre la trombosis en
vasos cercbrales hechos por Stockman y col (49) quienes usando
angiografia cerebral estudiaron 7 pacientes con anemia de células
falciformes y que mostraban déficit neurologico secundario a
disfuncién del sistema nervioso central. En 6 de los 7 pacientes se
encontrd una oclusion parcial o completa de vasos cerebrales
grandes. En los 6 pacientes se encontrd afectada la artena
cardtida interna. También se observd trombosis de la cerebral
anterior vy cercbral media, as{ como de la vertebral. Estos
hallazgos, raramente reportados, nos hacen pensar que la creencia
de que las manifestaciones patologicas del sistema nervioso
central en esta enfermedad son debidas a obstruccion de
pequefios vasos cerebrales puede ser errdnea.

El curso clinico de esia anemia se caracteriza por un
proceso hemolitico cronico severo con crisis periddicas de dolor
en huesos, arficulaciones, espalda y abdomen. Estos ataques
irregulares de dolor son a menudo extremadamente severos,
migratorios en su naturaleza y pueden estar acompafiados por
fiebre, sensibilidad, espasmo muscular y leucocitosis. Las crisis
abdominales pueden simular cuadros de abdomen agudo que a

veces han conducido a intervenciones quirirgicas sin ninguna
causa. A veces el inicio de las crisis dolorosas se relaciona con
cuadros infecciosos, pero ocurren muchos episodios similares sin
causa aparente, La mayoria de tales crisis duran de 5 a 7 dias,
dejando al paciente exhausto, debilitado y quejdndose de
malestar general. Estos episodios no se acompafian de cambios
significantes en ¢l metabolismo de los eritrocitos y deben ser
distinguidos de las crisis hematologicas menos frecuentes que
también pueden ocurrir,

Los hallazgos fisicos y de laboratorio dependeran de qué
organos han sido afectados.

En los primeros afios de la vida es frecuente observar
dactilitis en los dedos de las manos y pies como un resuitado de
la oclusién vascular en los huesos distales. l.as crisis de edema
doloroso y calor local suelen recurrir con cierto intervalo hasta
que finalmente desaparecen sin deformidad residual. Los
pacientes con esta anemia tienen usualmente pobre desarrollo
fisico v cierto grado de retraso en las caracteristicas sexuales
secundarias. EI hdbito corporal es tipico por la desproporcién
entre las extremidades largas v delgadas y el abdomen corto y
redondeado. Las membranas mucosas y los lechos ungueales se
encuentran palidos y las esclerdticas estin usualmente intéricas.
Pueden encontrarse prosesos ulcerativos indolentes en la region
de los maleolos o bien cicatrices atroficas de ulceraciones
antiguas. En el fondo de ojo es comun encontrar vasos tortuosos
e irregularmente dilatados, ademds se ven trombos venosos en las
regiones periféricas. Esto puede causar formacion de nuevos vasos
crecienda: dentro del vitreo 'y causando hemorragia vitrea.
Pueden ocurrir crisis recurrentes de dolor de pecho con
infiltracion pulmonar debido a obstruccion mecanica de los
pequefios vasos pulmonares por los drepanocitos. Si esta
trombosis ocurre en una area grande de la circulacién pulmonar
puede haber desarrollo secundario de anormalidades cardiacas. El
corazOn estd constantemente sometido al esfuerzo de un débito
cardiaco aumentado impuesto por la anemia severa, asi se llega a
producir cardiomegalia y pueden llegar a haber soplos sistolicos o
diast6licos. _



Raramente se encuentra esplenomegalia después de la
primera década de vida pues los episodios repetidos de trombosis
e infarto en el bazo causan que este se fibrose gradualmente y
que virtualmente llegue a “desaparecer”. La hepatomegalia si es
un hallazgo frecuente. La enfermedad hepdtica se puede
relacionar con una variedad de factores tales como anemia
cronica y hemélisis, colestasis y colelitiasis con obstruccién. Un
namero significante de pacientes tienen ademas episodios de
obstruccién intrahepiética provocados por masas de drepanocitos.
Clinicamente puede ser dificil el diagnéstico diferencial con una
hepatitis viral.

También en el rifién, donde la hipoxia es mas marcada,
pueden ocurrir cambios necréticos focales. Cuando
anteriormente revisamos los cambios ocurridos en la presencia del
“rasgo drepanocitico” describimos los hallazgos anormales en el
rifion, detectado por microangiografia, tanto en los pacientes
homozigdticos como en los heterocigotos.

Se han reportado episodios de artritis en varias formas
durante y fuera de las crisis dolorosas. Orozco-Alcald y Baum
(37) estudiaron una paciente durante una crisis dolorosa y que
presentaba dolor y edema de la rodilla derecha. El examen del
Hquido sinovial mostrd hallazgo compatibles con un proceso
infeccioso intraarticular sin embargo el frote no mostré bacterias
y los cultivos para aerobios y anaerobios fueron negativos. Sin
embargo, otros autores han reportado el hallazgo de liquidos
sinoviales no purulentos durante procesos artriticos en estos

. pacientes. F. Saheb (43) encontr6 un caso de hemartrosis no
asociado a crisis dolorosa. Los rayos X de ese paciente mostraron
multiples infartos oseos en la parte distal del fémur y proximal de
1a tibia con edema de la articulacion, necrosis aséptica de ambas
cabezas humerales y deformidad biconcava de las regiones dorsal
y lumbar de la columna. A.R. Patel (39) en un caso similar al

anterior reportd el hallazgo radiolégico de estrechamiento del

espacio articular de la rodilla y osteoporosis del fémur distal y

tibia proximal. Otras caracteristicas radiolOgicas encontradas son:
actividad eritropoiética excesiva manifestada por trabeculaciones

gruesas y aumento del tamafio de las cavidades medulares y

adelgazamiento de la corteza; los huesos del crineo pueden
presentar en su superficie la apariencia de pelos de punta con
engrosamiento de los mismos.

Repetidas veces se ha encontrado derrame sinovial no
purulento simultaneamente con las crisis dolorosas.

Se ha encontrado hiperuricemia en un 450/o de estos
pacientes, Las mujeres afectadas de esta enfermedad muestran
una fertilidad reducida. El embarazo no es asociado con excesivo
peligro en los casos que son adecuadamente manejados excepto
por el caso sumamente raro en que ocurre formacién masiva y
sistémica intravascular de drepanocitos que causa la muerte
stibita.

La anemia que se encuentra es normocrdmica con
recuentos de eriirocitos de aproximadamente 2,5 millones x
mm?> y niveles de hemoglobina de 7 a 8 g x 100 ml. Es frecuente
observar leucocitosis moderada. En el frote periférico se
encuentran células en tiro al blanco, policromasia, algunos
drepanocitos y globulos rojos nucleados. Las pruebas de
formacién de drepanocitos son invariablemente positivas. Hay
hemolisis acelerada, lo que se evidencia por la reticulocitosis,
hiperplasia eritroide de la médula, indice hemolitico aumentado
y disminucion de la sobrevida de los eritrocitos. El analisis de la
hemoglobina muestra la presencia de Hb—S con pequefias
cantidades de Hb—F (2 a 200/0). No se encuentra Hb—A.

Una complicacion hematolégica seria en esta enfermedad
es la crisis apldstica que usualmente se encuentra después de
algin proceso infeccioso o reaccidn de hipersensibilidad pero
puede aparecer sin causa precipitante. Hay una siibita y casi total
cesacién de la produccidén de globulos rojos, lo que combinado
con la sobrevida disminuida produce una ripida declinacién en el
nivel de hemoglobina y eritrocitos. Si el paciente es mantenido
con transfusiones, usualmente hay recuperacion medular en 10 a
14 dias y la recuperacién se acompafia de una reticulocitosis
marcada.
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TRATAMIENTO

El tratamienio €5 principalmente de soporte o bien dirigido
hacia las com plicaciones especificas. Las crisis dolorosas periodicas
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todos sus pacientes los niveles sanguineos de urea no legaron a la
cantidad recomendada,

Hay que insistir en la vigilancia de la diuresis durante el
uso de la urea asi como en maniener el nivel de urea sanguineo
arriba de 140 mg x 100 mi.Brody (6) reporto casos de diuresis
gue han vaniado de 12 a 20 litros de orina en un perfodo de 20
horas despues de usada ia urea,

Cerami v col (7) investigaron el efecto del cianato como
un inhibidor de la formacioén de drepanocitos., puesto que las
preparaciones farmacéuticas de urea confiene pequefiisimas
cantidades de cianato. El hallazgo de 1a actividad
“anti-formacion” de drepanocitos del mistno se origind con la
hipotesis de que el cianato mds que la urea era el responsable por
los efectos beneficiosos reportados en pacientes fratados con
urea. La terapia con urea se basa en que ésia rompe las uniones
hidrofébicas que se forman cuando ia hemoglobina S reducida
toma forma de gel dentro del eritrocito, pero resulta que las
concentraciones necesarias para lograr este efecto son de 1 a 8
molar. La urea es rapidamente eliminada por el rifion por lo que
parece dificil que tales niveles sean alcanzados y mantenidos en el
paciente. Por otro lado, el cianato estd en equilibrio con la urea y
se ha demostrado que forma enlaces covalentes con varios grupos
funcionales de proteinas, Cuando los eritrocitos de pacientes con
Hb S/S son sometidos a una tension de oxigeno hasta de 6 mm
de Hg en presencia de cianato sodico o potdsico no ocurre
formacion de drepanocitos en los mismos. A pesar de estos
hallazgos aln no hay suficientes evidencias para derivar
conclusiones sobre el papel del cianato en la ferapia con urea, Se
irataron 7 pacientes con Hb S/S con cianato y se encontrd que
los eritrocitos de los mismos mostraron una sobrevida mayor que
la de los controles. AUn no s¢ puede recomendar ei uso ciinico
del cianato pues sus efectos no se han demosirado
completamente. Si e desea ampliar sobre este iema se pueden
consultar {os frabajos de Ceramiy col (7} v los de Charache v col
{9}

La oajeencieispia ha demoswrado ser imeficaz en el
iratamienio de fa anemia de ¢élulas faloiformes. En el

s

tratarniento de las crisis dolorosas se ha usado bicarbonato,
tolazoline, acetazolamida, anticoagulantes y esteroides pero
ninguna de estas drogas ha demostrado ser efectiva (10).

La crisis apléstica tiene que tratarse vigorosamente con
transfusiones y terapia de soporte hasta recobrar la funcidn
medular.

Las tilceras de las piernas se manejan con reposo, terapia
local y manteniendo el nivel de hemoglobina arriba de 10 g x 100
ml por dos a tres semanas.

Los nifios con gran esplenomegalia, que puede ocurrir
antes de que se auto elimine el bazo pueden presentar un
hiperesplenismo caracterizado por anemia grave persistente
{hemoglobina inferior 2 6 g x 100 ml) acompafiada de
trombocitopenia, leucopenia y una médula ésea hipercelular,
Pueden producirse hemorragias espontaneas. FEl tiempo de
supervivencia de los hematies es sumamente corto y también los
globulos de los donantes sufren una rapida destruccion, Aunque
esta complicacion no es frecuente, es importante reconoceria
porque las necesidades transfusionales pueden hacerse excesivas v
los resultados de la esplenectomia son en general muy buenos. La
retencion espiénica de los hematies del donante, puede utilizarse
como criterio prondstico respecio al resuitado de la
esplenectomia. Hay que tener cuidado en las regiones palidicas
pues una gran esplenomegalia puede ser debida sélo a un caso de
paludismo (causado por un plasmodio diferente ai falciparum) y
la esplenectomia en éste caso es surnamente peligrosa.
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este respecto,

EPIDEMIOLOGIA MUNDIAL

La presencia de las principales hemoglobinopatfas en este

_continente es un reflejo de 1a inmigracién de bersonas

procedentes de Europa, Asia y Africa, La distribucién mundial se
ésqueinatiza en los siguientes mapas: (Figuras 10 y1ll)

Se cree que la mutacién que originé la hemoglobina “§”
se originé en Africa Central y de allj se extendié al Mediterraneo

Y Asia Suroriental, aunque esta migracién pudo ocurrir en
sentido opuesto también,

La mutacioh que Origind la hemoglobina “C» aparecio
probablemente en ef Africa Oriental; 1a de Ia hemoglobina “E” en

Asia Suroriental; 1a de Ia hemoglobina “D” ep India y el Cercano
Oriente,

La incidencia actyal de i
paises probablemenie refleja e} fluyjo de ¢
Mediterrineo y el ‘cercano Oriente (28).




En los Estados Unidos el rasgo drepanocitico A/S y el
rasgo A/C son relativamente comunes entre los negros (29). Los
desdrdenes mds serios como la anemia de células falciformes, la
talasemia beta combinada con hemoglobina S, la
hemoglobinopatia S/C y otros son muchos menos frecuentes,
aunque se encuentran ocasionalmente. Todavia no se dispone de
estudios de grandes poblaciones para determinar la frecuencia\
exacta de éstos,

Se puede calcular la frecuencia esperada de anemia de
células falciformes al momento del nacimiento usando el
procedimiento estadistico de “Hardy-Weinberg” (29) que se basa
en la frecuencia del gene de la hemoglobina S. La incidencia de la
misma al nacimiento, en los Estados Unidos, entre la poblacion
negra no debe ser mds de 1:204 ni menos de 1:1111 y lo mas
probable es que sea de 1:625. Obviamente, la prevalencia de la
enfermedad en adultos serd menor que la incidencia al
nacimiento y ésto es debido a la mortalidad propia de la
enfermedad. Es por esta razén que encontramos una prevalencia
de 1a misma muy baja en dreas subdesarrolladas en Africa, pues la
mayorfa de los pacientes mueren por su anemia durante la
infancia. En los Estados Unidos se calcula que la mitad de los
pacientes mueren antes de los 20 afios de edad y la mayoria no
llegan a los 40 a 45 afios. Asumiendo estos datos comocorrectos,
la incidencia en una poblacién de 20 afios de edad serd la mitad
que al nacimiento, o sea, un mdximo de 1:408, minimo de
1:2222 v lo mds probable 1:1250.

Asumiendo que el promedio de vida de estos pacientes es
1/3 del de las personas supuestamente normales, entonces la
prevalencia real entre el total de la poblacién negra tendrd un
méaximo de 1:612, un minimo de 1:3333 y lo mds probable de
1:1875, Como los pacientes con sintomas clinicos son los que
mds acuden a los programas de deteccion, tenemos que los
estudios basados en participacidn voluntaria solamente dardn
altas frecuencias falsas' de desérdenes sintomiticos como la
anemia de células falciformes.

Es importante destacar que también se ha detectado una
alta frecuencia relativa de desérdenes drepanociticos diferentes a

Fig. 10

Distribucion del gene
de “células falciformes
(drea sombreada).
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Lo

Fig 11

Distribucion mundial

de las hemogl obinopatias
{drea sombreada),
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la anemia de células faciformes. Si consideramos conjuntamente
la hemoglobinopatia S/C y la combinacion de beta talasemia con
hemogiobina “S” hailamos un nimero casi igual o mayor al de
los casos de anemia de células falciformes, aunque es Importante
resaltar que para comparar estas entidades tenemos que tomar en
cuenta que tanto la Hemoglobinopatia S/C como la Beta
talasemia con Hb—“S” tienen un curso clinico usualmente
benigno y casi sin sintomas por 1o que la mortalidad de éstas serd
mucho menor que la de la anemia de células falciformes. Para

mayores detalles sobre estos datos puede consultarse el articulo
de A.G. Motulsky (29).

Prevalencia estimada de todos los casos de desdrdenes
drepanociticos en poblacién negra de Estados Unidos

Hemoglobinopatia Miaximo Minimo Mids Probable
Hb S/S 1:612 1:3333 1:1875
Hb §/C 1:466 1:5000 1:1250

Hb S/Beta talasemia 1:1429 1:13,333 1:3333
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PROGRAMAS DE DETECCION EN MASA:
SUS CONVENIENCIAS E INCONVENIENCIAS

Los programas de deteccién de hemoglobinopatias son
relativamente muy ficiles de montar pues disponemos de pruebas
diagnosticas de laboratorio que son muy sencillas, baratas vy de
alta confiabilidad, como estudiamos ampliamente en el capitulo
sobre “Pruebas Diagnoésticas”. El problema real es determinar
cual serd la poblacidon a estudiar y ya determinada esta debemos
establecer un “Consejo Genético” sensato y comprensivo pues de
lo contrario puede que solo logremos causar mds ansiedad vy
frustracidn en la poblacién susceptible debidd al
desconocimiento de la importancia real de posecer el rasgo
heterozigdtico como ocurre en el 8ofo de los negros de los
Estados Unidos (46)) de la comprension del prondstico v la
importancia de no procrear entre los desafortunados con
enfermedad homocigdtica. Es por estos inconvenientes que las
personas que viven en el Mediterrineo en regiones muy afectadas
con Talasemia, no son examinadas de rutina para identificar la
misma; tampoco a los habitantes de Ghana se les examina
rutinariamente para identificar la hemoglobina—S8, excepto
cuando se van a someter a un riesgo especial como la anestesia
general. Sin embargo, en los Estados Unidos si existen programas
de deteccibn en masa y es interesante aprender la experiencia
obtenida por ellos para aplicarla, eventualmente, en nuestro
medio

Entre los principales problemas de los exdmenes
rutinarios en masa tenemos: (46)

a. Determinacion de la edad a la cual practicar el examen.

Es un problema decidir a qué edad es cuando debemos
identificar 1a enfermedad. Obviamente que antes del matrimonio
es muy tarde, excepto si ambos miembros son heterozigotos y
deciden no tener hijos. Examinar a adultos con familias
establecidas es de poca utilidad, excepto para ponernos
sobreaviso y examinar a los hijos cuando se detecta la
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enfermedad en alguno o en ambos padres. El examen al momento
del nacimiento es atin técnicamente dificil, aunque esta es la edad
mds accesible. Bl examen en la infancia tiene el inconveniente
que estd atin muy remota la fecha del matrimonio.

b. La creacion de registro de portadores.

Los registos de portadores de Hb A/S pueden originar
muchos problemas pues estas personas pueden quedar excluidas
de algunos seguros de vida o ciertas carreras. En aquellos paises
donde existe discriminacién racial para los negros, esta es una
carga mas a esta poblacidn.

c. Programas de deteccion simultaneos con consejo
genético.

Si identificamos a una persona heterozigota y no tenemos
simultaneamente un programa de consejo genético, la persona
afectada corre el grave riesgo de no comprender realmente de que
se trata su enfermedad y con ésto estaremos aumentando su
aprehension y no obtendremos ningin beneficio de esta
deteccion (52). La persona afectada puede creer que su salud estd
seriamente amenazada y aunque estas personas si tienen cierto
riesgo bajo determinadas condiciones, éso no justifica crear un
marcado nivel de ansiedad en aproximadamente e! 100/o de la
poblacion negra (100/o en Estados Unidos).

d. Informacion al piblico correcta.

La informacion al publico debe ser clara v precisa. En
algunos lugares se ha dado informacién alarmante y falsa con las
consecuencias que podemos esperar (52).

e. Certeza diagnéstica.
Algunos médicos han hecho diagnasticos incorrectos

diciéndole al paciente con el rasgo heterozigdtico que padecen de
“anemia de células falciformes™ (52).
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f. Identificacion de paternidad.

‘ ‘ .Se puede crear un problema muy serio en una familia al
identificar a uno de los hijos con Hb—S y encontrar que el padre
no la presenta,

Como hemos visto, los programas de deteccién son
discutidos en cuanto a su utilidad. Sin embargo hay autores que
han reportado programas de detecciébn llevados a cabo
simultaneamente con “buen” consejo genético habiendo
obtenido resultados muy alentadores (45).

La situacién en Guatemala es algo diferente y debemos
analizarla de acuerdo a nuestras caracteristicas. Presentamos esta
discusion mds adelante en el capitulo’ respectivia;
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“DISCUSION DE LOS RESULTADOS™

Como se .erade esperar, la Gnica hemoglobina anormal
que se encontré fue la “A/S” y todos los casos fueron en
personas de raza negra. La frecuencia obtenida del 6o/o es muy
similar a la observada en otros paises como los Estados Unidos
que es del 8o/o. No nos extrafia no haber encontrado ningin caso
de hemoglobina S/S (homocigotica) pues la frecuencia de éstos es
muy baja. En los Estados Unidos se calcula que es de 1:600,

La hemoglobina A/S se puede encontrar en cualquier
edad pues, salvo excepciones muy notables, no produce ninguna
patologia.

En Guatemala se han reportado algunos casos aislados de
hemoglobina A/S enire personas “no-negras” pero no se ha
podido legar a descartar completamente la posibilidad de.
ascendencia de color en tales casos (2),

Ya hemos dicho que los casos heterocigotos tienen, en su
mayoria, una expectativa de vida normal: entonces nuestra
accion debe ir dirigida a evitar la formacién de paregjas enfre
personas portadoras y asi impedir la eventual procreacién de
casos homocigdticos o heterocigbticos,

El problema es decidir a qué edad y como se le debe
informar a la persona afectada que posee el rasgo heterocigoto,
pues no hay duda que ésto creard un mercado grado de ansiedad
en ella y si no hacemos nuestro consejo genético debidamente no
obtendremos ningan resultado. Es muy importante decidir a qué
edad se debe hacer la deteccion y se debe dar la informacién, Si
la informacién se da en la infancia, la fecha del matrimonio estara
aiin muy remota y posiblemente cuando se llegue ya se habra
olvidado el asunto. Si se hace antes del matrimonio como parte
del examen pre-matrimonial, dificilmente las personas afectadas
cambiardn la decision respecto a la eleccion de su pareja. Si se
hace en personas casadas es muy dificil que se abstengan de

procrear y-lo mds probable es que corran el riesgo. Si se hace en
personas que ya no estan en edad fértil no tiene ninguna utilidad.
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Asi pues la conducta a seguir dependerd de cada caso
particular, de acuerdo a la cultura y el caracter de ia persona
afectada. Los resultados de nuestro ““consejo genético” dependen
en gran paite del modo como abordemos el problema ante el
paciente y de nuesira capacidad para hacer que €l comprenda los
mads importantes aspectos en relacién a su estado heterocigorico.

No creo que en ninglin case sea conveniente dar la
mformacion sin efectuar simultaneamente un buen consejo,

Comprendemos claramente que la anemia de células
falciformes no es un problema prioritario dentro de la patologia
nacional pues solo una pequefia minoria de nuestra poblacion la
padece, sin embargo st creemos que debe fener prioridad dentro
de la patologia especifica de la raza negra pues ya hemos visto la
alta frecuencia de casos heterocigotos de donde podemos deducir
que hay una relativa alta probabilidad de formacion de parejas
entre ellos, con el consiguiente riesgo de procreacion de casos
homocigbticos y nuevos casos heterocigdticos.,

Tenemos gue aclarar gue las hemoglobinas S v D tienen
idéntica velocidad electroforética y que para diferenciarlas hay
que recurric a procedimientos especiales, sin embargo debido a
que ia Hb-D es sumamente rara, y que nunca ha sido reportada en
nuestro pals, mientras gque la Hb-S es por el conirario
refativamente frecuente, hemos inferido que nuesiros hallazgos
corresponden a hemogiobina “S7.
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RECOMENDACIONES

Es un hecho que las hemoglobinopatias y
especificamente la anemia de células falciformes no son un
problema de importancia primaria en nuestra poblaciodn, sin
embargo, si creo que debemos darle a la poblacidn negra —que es
la afectada— la ayuda que actualmente estd a nuestro alcance y
que considero puede ser:

1. Hacer divulgacion entre los médicos residentes en dreas de
poblacién negra sobre la frecuencia de esta enfermedad
en dichas jreas,

2. Poner al alcance de estos médicos toda la informacién
necesaria sobre mecanismos fisiopatolégic os,
sintomatologia, métodos de diagnésticos de laboratorio y
tratamiento de las hemoglobinopatias.

3. Insistir que el manejo de casos homocigotos es
relativamente sencillo y puede llevarse a cabo en
cualquier hospital departamental.

4, Destacar la importancia de la deteccion de casos

‘heterocigotos y poner énfasis en hacer siempre consejo
genético cuando se informe a una persona sobre su
estado,

S. Para deteccion de casos sospechosos recomendamos que
se efectuen primero alguna de las pruebas de formacion
de drepanocitos o reacciones de solubilidad, las cuales son
muy econdmicas y posibles de hacer, atin en la clinica del
médico. En los casos positivos debe siempre identificarse
la hemoglobina y recomendamos para ello el método de
electro foresis sobre acetato de celulosa.,

&, Recomendamos que en los futuros censos de poblacion-se
especifique el numero de habitatites de raza negra, ya que
en fas estadisiicas nacionales no existe este dato (16).
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