EL HEMOGLOBINOGRAMA. SU INTERPRETACION
DIAGNOSTICA. 11 SINDROMES TALASEMICOS
Y HEMOGLOBINAS ANORMALES

DR. GERMAN F. SAENZ*

DR. MARIO CHAVEZ*

DR. GUIDO ARROYO*

DR. ELIECER VALENCIANO*
SR. JAVIER JIMENEZ*

SR. ALBERTO G. MONTERO*

RESUMEN

Se analizan aspectos teoricos, clinicos
v de laboratorio, asi como algunas perspec-
tivas diagnosticas de los sindromes talasémi-
cos y de las hemoglobinas anormales, con-
ceptualizados bajo el termino ““hemoglobino-
grama’’, definido en un trabajo anterior.

Se discuten aspectos analiticos dife-
renciales de los distintos sindromes talase-
micos y de deficiencias nutricionales como
lo es la anemia ferropénica. Asimismo, se
discuten los principales aspectos técnico-
analiticos en el diagnostico de las hemoglo-
binas anormales que prevalecen en nuestro
pars.

SUMMARY

Theoretical, clinical and laboratory
aspects, as well as diagnostic perspectives
with relation to the thalassemic and abnor-
mal hemoglobin syndromes are analyzed, as
visualized under the term “hemoglobino-
gram”, described in a previous paper.

Differential analytical aspects for the
different thalassemic syndromes and nutri-
tional deficiencias (e.g. iron deficiency
anemia) are described, The main rechnical
and analytical aspects for the diagnosis of
those abnormal hemoglobins prevalent in
Costa Rica are also discussed.

En un articulo anterior (21) nos permitimos formu-
lar la conveniencia de establecer el término Hemoglobino-
grama para incluir aquellos andlisis hematolégicos que se re-
quieren para el diagnostico de hemoglobinopatias, de eri-
troenzimopatias o de problemas relacionados con trastor-
nos de la membrana del glébulo rojo. Asimismo, dejamos
claro la conducta analitica que debe prevalecer a través de
la integracion clinica y laboratorio, al sentarse las bases de
un hemoglobinograma de escrutinio y luego de otro con-
firmatorio o especifico. En este trabajo sefialaremos las
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diversas perspectivas diagnésticas que en cuanto a sindro-
mes talasémicos y hemoglobinas anormales nos puede
brindar el Hemoglobinograma asi conceptualizado,

ENFERMEDADES TALASEMICAS:

El diagnostico precoz de enfermedades genéticas ofre-
ce una oportunidad insoslayable para el tratamiento
temprano y el aborde adecuado hacia la prevencion de casos
ulteriores a través del consejo genético. El avance vertigino-
so que se ha suscitado en torno a los defectos moleculares
en talasemia (tal), ha permitido que en la actualidad se pue-
dan llevar a cabo diagndsticos de certeza de estas enferme-
dades atn en fetos de quince semanas. Los procedimientos
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comprenden la obtencion de sangre fetal y su incubacién
con leucina radioactiva, a fin de determinar posteriormente
las cantidades relativas de sintesis de cadenas alfa, beta y
gama. Mis recientemente se ha utilizado el extraordinario
método de hibridacion de DNA (cDNA) con DNA de fibro-
blastos obtenidos de liguido amniético para el diagnostico
antenatal tanto de alfa-tal (13) como de beta-tal y anemia
drepanocitica (10), sea por estudios de hibridacién (9) co-
mo por el de mapeo de genes con el uso de endonucleasas
de restriccion (3). Se ha comprobado que la alfa-tal es debi-
da a la pérdida de uno o ambos genes estructurales de alfa-
globina del genoma haploide del cromosoma 16. El genoma
diploide de la mayoria de las razas humanas posee una du-
plicacién de los loci alfa, con cuatro genes activos (6).

El diagnostico neonatal de talasemias ha venido ha-
ciéndose cada vez mds un procedimiento de rutina en algu-
nos centros de hematologia pedidtrica. Se ha citado como
procedimiento de escrutinio para alfa-tal (22), la determi-
nacion del VCM y de la HCM en sangre del cordén umbili-
cal. Asimismo, la Hb Bart generalmente se asocia en el pe-
riodo neonatal con la presencia de alfa-tal (26). Dicha Hb
puede demostrarse sin dificultad por electroforesis en ace-
tato de celulosa y en gel de almidon a pH alcalino. Wasiy
col. (25) sefialan que las cantidades de Hb Bart al nacimien-
to de 1-2 por ciento, de 5-6 por ciento y de 20-40 por cien-
to, corresponden, respectivamente, a los genotipos de alfa-
tal 2 o gene silencioso (—alfa/alfa, alfa), alfa tal 1 o rasgo
(—,—/alfa, alfa) y de alfa-tal 1/alfa-tal 2 o enfermedad por
Hb H (—,—/—, alfa). También por métodos de biosintesis
de globina en sangre de corddn se puede demostrar el dese-
quilibrio sintético entre cadena alfa y beta, evidencidndose
un incremento del indice de la relacidn gama-beta/alfa, en
los diversos cuadros de alfa-tal. Dado que los niveles de
HbA, son prdacticamente nulos al nacimiento no se puede
realizar en base a este parametro el diagnostico de beta-tal
en esa etapa. Sin embargo los estudios biosintéticos si’ per-
miten detectar desequilibrio en la sintesis de cadenas alfa y
beta, con un indice inferior para la correspondiente edad
gestacional de la relacion gama-beta/alfa. Por idénticos
procedimientos, también ha sido posible la identificacion
de un raro caso de gama-beta-tal al nacimiento (8), hacién-
dose ver que dicha enfermedad debe ser sospechada en ca-
sos de anemia hemolitica hipocromica del recién nacido.
Para el diagnostico postnatal de beta-tal cldsica (tipo HbA,
alta) uno puede esperar que los valores de la Hb A, lleguen
a tener valor diagnodstico luego de los seis meses de edad, y
si se tratara de la variedad delta beta-tal (F-tal), para efectos
de la Hb F, lo recomendable seria hacer los estudios luego
del primer afio de edad (15).

Salvadas estas consideraciones, el diagndstico de los
cuadros de beta-tal menor se puede plantear y discutir se-
guidamente. Pearson y col. (19) consideran que la determi-
nacion del VCM por método electronico permite hacer el
diagnostico presuntivo de beta-tal si este fndice es menor de
79 {1, siempre y cuando se descarte la anemia por deficien-
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cia de hierro, para lo cual serd necesario practicar posterior-
mente las determinaciones de FeS y obtener el 1.S.Losauto-
res consideran que es posible asimismo con este procedi-
miento hacer también el diagnostico de alfa-tal, al menos
del rasgo (alfa-tal 1), y con mayor razén de la enfermedad
por HbH. Sin embargo, al basarse el escrutinio inicamente
en aquel indice eritrocitico absoluto (VCM), dejan de lado
la no infrecuente variedad de delta/beta-tal, toda vez que
se preconiza que luego del andlisis del VCM se proceda ala
cuantificacién de la HbA,, y en la F-tal esta hemoglobina
se halla en limites normales o disminuidos, en tanto quela
HbF -que no la estudian- se encuentre en este fenotipo en el
rango de 5 a 20 por ciento. Por otro lado Pierce y col. (20),
y Knox Macaulay y col. (12), han propuesto que un buen
escrutinio para talasemia es la determinacion de la HCM,
considerdndose un valor menor de 27 pg como dato suge-
rente de talasemia, siempre y cuando se excluya la anemia
ferropriva. Este aborde adolece de las mismas deficiencias
apuntadas anteriormente para el uso del VCM como pari-
metro seleccionador de escrutinio, pues de nuevo se omite
la pesquisa de F-tal. Es bien sabido que en sindromes tala-
sémicos heterocigotas es usual una eritrocitosis, por lo que
el VCM tiende a ser mds bajo que en la deficiencia de hie-
rro. Mentzer (17) al relacionar el VCM vy el computo de
eritrocitos, propone que esta razon puede servir para dife-
renciar la beta-tal de la anemia ferropriva, ya que segiin su
experiencia esa relacion es menor de 13 en tal y mayor de
13 en la anemia por deficiencia de hierro. Por otro lado,
England y Fraser (5) propusieron para el mismo fin la lla-
mada funcion discriminante (FD): FD = VCM- (Hb X 5)
eritrocitos (10°/ul)-3.4. Cuando el valor es negativo se con-
sidera el diagnostico de beta-tal, en tanto que si lo es positi-
vo se sugiere anemia ferropriva. Otras tantas formulas se
han propuesto para lograr la diferenciacién presuntiva de
estas dos entidades clinicas, todas ellas basadas también en
indices eritrociticos (cuadro 1), sin que sean definitivamen-
te diagnosticos toda vez que los valores obtenidos en casos
de beta-tal se traslapan no solo con los de la anemia ferropri-
va, sino también en ocasiones con valores normales, y no
son utiles en policitemia con deficiencia de hierro o en esta-

dos clinicos con hemodilucién, como esplenomegalia y em-
barazo (5, 7).

Por lo tanto, nosotros consideramos, al igual que
otros autores que el diagnostico convencional de los sindro-
mes de beta-tal requiere de la electroforesis de la hemoglo-
bina, la cuantificacion de las fracciones menores (por ejem-
plo Hbs A, y F) y, si es pertinente, la medicioén cuantitati-
va del FeSy la determinaciondel L.S. y una fragilidad osmé-
tica (F.0.) presuntiva.

Muchos autores, especialmente de habla inglesa, no
consideran de valor prictico la prueba de la F.O. como me-
dida presuntiva en el diagnostico de sindromes talasémicos,
vale decir, de condiciones hipocromicas. Nosotros hemos
adoptado con singular éxito la prueba presuntiva de fragi-
lidad osmética disminuida preconizada por Kattamis y



col. (11), la cual se basa en el uso de 5 ml de una solucion
tamponada de NaCl al 0,36 por ciento y 20 ul. de sangre
total. Tal y como lo sefialan los autores mencionados, en
casos de beta tal-menor la hemdlisis es menor de 85 por
ciento en el 96-100 por ciento de los casos. Por otra parte,
un 68 por ciento de los individuos con anemia ferropriva
(Hb menor de 10 g/dl) también la dan anormal, asi como el
80 por ciento de pacientes con el rasgo de alfa-tal. Este va-
lioso, prictico y rapido dato de la fragilidad osmética en un
solo tubo, en union del estudio cuidadoso del frotis sangui-
neo, nos ofrece la oportunidad de sospechar o de excluir un
cuadro talasémico menor. Seguidamente se procede a una
electroforesis de escrutinio en acetato de celulosa a pH alca-
lino. Corriendo estindares o controles conocidos con
HbA, alta y baja, se comparan las incognitas v se determi-
nan en forma visual, semicuantitativamente, la densidad de
las fracciones pequefias (HbA, y HbF).

Ya a este nivel se puede presumir qué tipo de tal se
presenta en un dado caso. En el flujograma que propusiéra-
mos para el diagndstico de talasemias en el primer articulo
de esta serie (21) no se indicé posible presencia de las rari-
simas Hb Constant Spring (fenotipo de alfa-tal, en cantida-
des menores del 1-2 por ciento y con migracion lenta, ain
mis que la HbA,), ni de la Hb Lepore (fenotipo de beta-
tal, usualmente en concentraciones entre 5-15 por ciento y
con una posicion electroforética semejante a la de la Hb S),
por cuanto complica el flujograma, habida cuenta de que
fue disefiado para las condiciones talasémicas mds frecuen-
tes.

En cuanto al diagnéstico postnatal de alfa-tal, en la
mayor parte de los casos se podrd demostrar desde el ini-
cio del escrutinio analitico que en el fenotipo alfa-tal 1, y
con mayor razon en enfermedad por Hb H, la Hb Aj se
halla disminuida. En el adulto es esperable no demostrar
por electroforesis Hb H (la contrapartida postnatal de la
Hb Bart) en el sindrome heterocigoto de alfa-tal 1. Sin
embargo, en la enfermedad por Hb H, son usuales los valo-
res de 3-30 por ciento de éste electroforéticamente rdpido
tetrdmero de cadenas beta. Siendo la Hb H facilmente
oxidable y precipitable por un colorante redox, tal y co-
mo lo es el util y prictico azul de cresil brillante, la inves-
tigacion de cuerpos de inclusién es obligada ante la sos-
pecha de alfa tal. En alfa tal 2 no es posible evidenciar ni
Hb H ni cuerpos de inclusién.

En el fenotipo alfa-tal 1 si se encuentran cuerpos de
inclusion, al menos en un eritrocito por cada 50.000-100.000
de ellos, hecho que hace tediosa la investigacién cuando se
estudian muchas muestras. Se ha sugerido que es posible
obtener mayor positividad en estos casos si se usa sangre en-
riquecida con reticulocitos y eritrocitos jovenes. Conside-
rindose atn asi que el diagnéstico de alfa-tal 1 y de alfa-tal
2 puede ser conflictivo, se ha sugerido el uso de indices eri-
trociticos para tal fin, tal y como se expuso para beta-tal
menor. En torno a la pesquisa del rasgo de alfa-tal, su diag-
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nostico se debe considerar en todos aquellos pacientes con
origen étnico de “alto riesgo” que presentan anemia micro-
citica hipocrémica refractaria, luego que se ha excluido la
deficiencia de hierro y el rasgo de beta-tal. En el mismo
sentido, se ha sugerido que la combinacion de microcitosis,
valores normales o bajos de Hbs A2 y F, y FeS e I.S. nor-
males, debe sugerir rasgo de alfa-tal, en especial cuando los
mismos hallazgos hematologicos se encuentran en familiares
de primer grado.

Se ha sugerido que la HbA; se halla elevada en la be-
ta-tal heterocigota como resultado de la disminucion en la
sintesis de cadenas beta que ocasiona un incremento com-
pensatorio en la sintesis de cadenas delta. Se sabe tam-
bién que el déficit de hierro causa una disminucion de la
sintesis de la HbA, tanto en individuos normales como en
los portadores del estigma beta-tal, pudiendo encontrarse en
estos ultimos, bajo tal circunstancia, la HbA, dentro del
rango normal. De lo anterior se infiere que el rasgo de
beta-tal debe por lo tanto sospecharse en aquellos casos
en los cuales la respuesta a una anemia hipocrémica es solo

parcial, persistiendo la microcitosis y la hipocromia luego
del tratamiento para la supuesta deficiencia de hierro. Co-
mo es posible entonces que coexista deficiencia de hierro
y beta-tal (combinaciéon bastante comin en nifios jévenes
y durante el embarazo) puede ser necesaria la determina-
cion del indice de saturacion de hierro al suero o la cuanti-
ficacion de ferritina sérica, como también la investigacion
de hemosiderina en médula ¢sea para identificar estos casos.
Algunos hallazgos de laboratorio que permiten la diferencia-
cion de los mds frecuentes rasgos de beta-tal de la anemia
por deficiencia de hierro, se han presentado en el Cuadro 1.

En sindromes de alfa-tal, detectados en la etapa post-
natal, los niveles de HbA, se encuentran reducidos, espe-
cialmente en la enfermedad por Hb H, en vista de que las
cadenas beta compiten mds dvidamente que las delta en su
unién con las cadenas alfa asequibles. Por otra parte, en la
Persistencia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHbF),
una condicion hereditaria estrechamente ligada a las beta-
tal, los bajos niveles que se pueden observar de Hb A, son
el resultado de un trastorno molecular, pues en el estado he-
terocigoto se ha perdido un gene de cadenas delta, y en el
homocigoto hay ausencia total de esa Hb. Por otro lado, la
Hb A, puede encontrarse ligeramente alta si se heredan
concomitantemente genes de beta-tal y de PHHbF, aunque
otros autores sefialan que tal Hb puede ser tan alta en esta
doble combinacién como en beta-tal no complicada (16).
En la variedad de F-tal los niveles de la Hb A, son normales
o ligeramente disminuidos, interpretdndose estos hallazgos
en base al mecanismo molecular que se halla implicado, cual
es la pérdida de actividad de un gene delta en el heterocigo-
to. Laausenciade Hb A, y de Hb A en el paciente homoci-
goto por F-tal (una variedad de Enfermedad de Cooley), no
hace sino corroborar la ausencia total de sintesis de cadenas
delta y beta por pérdida del complejo de genes delta/beta.



CUADRO No. 1

DIFERENCIACION ENTRE RASGO DE BETA TALASEMIA

Y ANEMIA POR DEFICIENCIA DE HIERRO

(Hbde9all g/l
( (2), ligeramente modificado)

Rasgo de

beta talasemia

Anemia por
deficiencia de hierro

| Pruebas presuntivas
a) fragilidad osmotica
(< de 85 por ciento de hemolisis,
NaCl 0,36 por ciento)
b)  células en diana y punteado baséfilo
¢)  hipocromia
d)  microcitosis
e)  poiquilocitosis
f)  eritrocitosis
Il Pruebas definitivas
a)  hierro sérico
b)  indice de saturacion
¢)  cuantificacion de HbA,
(electroforesis o microcromatografia)
d) Hb F (electroforesis y desnaturalizacion

alcalina)

III  Hallazgos asociados

F.D.*

VCM/eritrocitos (108 /ul)
HCM/eritrocitos (10 /ul)
protoporfirina eritrocitica
ferritina sérica
reticulocitos

mas del 96 por ciento

de los casos

frecuentes
+
(++)
(++)
+

normal
normalo t
t (A;—tal)

t (F-tal)

+ , usualm. >6,0
<del3

<ded 4

normal

normal

2-4 por ciento

menos del 60 por ciento
de los casos

negativas
+

(+)

(+

disminuido
disminuido (< de 15 por ciento

normal o {)

normal

—, usualm. <de 6.0
>de 13

>dedd
aumentada

baja

normales

*Funcion discriminante — VCM—(5 X Hb) — eritrocitos —3.4.
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El cuadro guarda estrecha semejanza con la forma ho-
mocigética de PHHbF, aunque la distincién hematolégica es
obvia —a pesar de que en ambas solo se sintetice Hb F—,
pues en esta Gltima no hay anemia hipocrémica ni otros ha-
llazgos de cldsico estigma talasémico. La rara variedad de
beta-tal con Hbs A, y F altas se ha descrito tanto en cau-
cdsicos, como en raza negra. En algunos casos de anemia si-
derobldstica se han observado valores bajos de Hb A, des-
conociéndose el efecto bioquimico especifico que condicio-
na tal anomalia, aunque se sugiere que la sintesis de cadenas
delta se halla disminuida o suprimida. Estudios previos ha-
bian sefialado un incremento de la Hb A, en pacientes con
anemia megaloblistica y que los valores m4s altos eran co-
mespondientes con la mayor severidad de la anemia, retor-
ndndose a los valores normales luego del tratamiento respec-
tivo. Alperin y col. (1) han observado niveles normales de
Hb A, en beta-tal heterocigota complicada con anemia de-
bida a deficiencia de dcido folico, contrario de lo que se es-
peraria, es decir, de valores inusualmente altos de Hb AQ.
En estos casos, luego del tratamiento con dcido félico, los
valores de esa pequefia fraccion se encontraron dentro del
rango esperable para beta-tal. Los mismos autores demos-
traron que en pacientes con beta-tal complicada con anemia
perniciosa, los niveles de la Hb A, eran altos, no alterdndo-
se luego de instaurado el tratamiento con vitamina B 3+ ES
tos hallazgos difieren de los comunicados por lee y
Fielding (14), los cuales si observaron cambios apreciables
positivos en los niveles de la Hb A, luego del tratamiento
especifico. También han sido descritos valores sobre lo nor-
mal de la Hb A, en ciertas hemoglobinas inestables de cade-
na beta.

En raros casos, un portador obligado de beta-tal pue-
de presentar niveles normales de Hbs A, v F, sin anemia y
con una morfologia roja normal. Estos portadores “silen-
ciosos” pueden demostrar, sin embargo, una disminucion de
la razon sintética beta/alfa. Otros portadores silenciosos
pueden presentar anemia ligera, disminucion de los indices
eritrociticos, ligeros cambios en la morfologia roja y valores

normales de Hbs A, y F, con disminucién de la razon
beta/alfa.

Millard y col. (18) han demostrado en poblacién ne-
gra de Jamaica, que los niveles de Hb y el valor de los indi-
ces VCM y HCM fueron significativamente mds bajos en el
tipo de beta®-tal heterocigota (gene supresor) en compara-
cion con el beta™-tal (gene depresor), no habiendo diferencia
en cuanto al nivel de la Hb A,. Sin embargo no es posible
diferenciar claramente casos individuales de estos dos tipos
de beta-tal, 2 no ser que medien estudios familiares en donde
s halle asociada la beta-tal con una variante de Hb de cade-
nas beta. Lo interesante del trabajo de los autores mencio-
nados es el haber demostrado que en algunos individuos con
beta - tal los valores de VCM, HCM y Hb A_ ocasionalmen-
te se traslapan con aquéllos observados en la poblacion nor-
mal, quedando la duda acerca de la exactitud de esos crite-
rios analiticos en la identificacion de todos los casos de be-

101

ta’ - tal. Por lo tanto, los autores plantean que los estudios
tendientes a descubrir el gene beta™ - tal en base inicamen-
te a mediciones de Hb A_ o del indice VCM, puede dar lu-
gar a una subestimacién acerca de la prevalencia de ese gene
beta" - tal. La frecuencia relativa de los genes beta” y beta®
en otras comunidades aparte de la jamaicana no se conoce,
pues su distincion depende de la medida de la biosintesis de
globina (un procedimiento técnico muy complejo), o como
se indico, de su interaccién con variantes de la Hb de cade-
nas beta. En todo caso, 1o que si se sabe es que los sindro-
mes talasémicos en raza negra, comparados con los propios
de la poblacién mediterrdnea u oriental, son menos expre-
sivos tanto clinica como hematolégicamente.

La presencia de Hb Bart mads alld del periodo neonatal,
sin elevacion importante de la Hb H, se ha sugerido como
producto de la presencia concomitante de genes de alfa-tal
y de beta o delta/beta-tal, presentindose un cuadro clinico
y hematolégico muy variable de acuerdo a los tipos y al
nimero de genes talasémicos presentes. En este tipo de
combinacion genética la Hb A, puede estar incrementada,
aunque también lo puede ser normal o disminuida, precisa-
mente por la complejidad y diversidad de los genotipos he-
moglobinicos implicados.

Como se ha visto, muchos desérdenes hereditarios y
adquiridos pueden alterar los niveles de Hb A, y por lo
tanto el diagndstico de beta-tal menor clisica como el del
rasgo de alfa tal no pueden ser establecidos o excluidos
simplemente con base en la medicion de dicha Hb. Por
ello, deben ser considerados datos clinicos, lamiliares y de
laboratorio, cuando se evaliian los resultados obtenidos en
su cuantificacion. Al reiterar que los sindromes de beta-
tal comprenden al menos otros dos cuadros genéticos mds
como son la F-tal y el rasgo de Hb Lepore, pareciera con-
veniente que los andlisis diagndsticos se lleven a cabo bajo
una concepcién analitica integral.

Por tales motivos, nos parece prudente recomendar
nuestro protocolo o flujograma analitico que sefialdramos
en el articulo anterior (21), no sin antes destacar que en el
mismo no se incluyen los importantes estudios de biosin-
tesis de globina, pues fue nuestro interés ofrecer una mar-
cha analitica convencional, asequible y prdctica para cual-
quier laboratorio de hematologia.

Una importante fase en la prevencion de las deleté-
reas formas de alfa y beta-tal homocigotas, es la deteccion
de los estados heterocigotas en la edad adulta. Estos abor-
des analiticos deben ser alin mds exigentes en aquellas po-
blaciones en donde se haya detectado una alta incidencia
de las taras o rasgos talasémicos. En este sentido son nece-
sarias pruebas de escrutinio en todos aquellos individuos
con anemia hipocrémica refractaria al tratamiento con hie-
rro. Los anilisis presuntivos, asi como los confirmatorios
fueron esbozados en el primer articulo (21). Una vez iden-
tificados los individuos con el trastorno, deben recibir edu-



cacién a través de un consejo genético que les permita com-
prender la naturaleza de la enfermedad y de sus implicacio-
nes genéticas. Baste con recordar que dos individuos hete-
rocigotas afectados que deseen contraer matrimonio ten-
drdn una posibilidad en cuatro de engendrar un hijo homo-
cigoto severamente enfermo.

HEMOGLOBINAS ANORMALES:

Desde un punto de vista prdctico, son hemoglobinas
anormales, clinicamente importantes, aquéllas que forman
parte de los sindromes drepanociticos (AS, SS, SC, s/beta-
tal, etc.), las hemoglobinas inestables (de las cuales hay
como 85 variantes), y las hemoglobinas con una afinidad al-
terada hacia el oxigeno (existiendo 30 variantes) con alta
afinidad y, por lo tanto, con eritrocitosis; y 3 con baja afi-
nidad, con cianosis familiar, y 5 hemoglobinas M, también
con cianosis hereditaria (2).

En cuanto a hemoglobinas anormales, tal y como lo
indicdiramos en nuestro articulo anterior (21) el escrutinio
inicial para éstas lo hacemos a partir de la electroforesis de
Hb en acetato de celulosa a pH alcalino, ya que es el medio
que ofrece en menor tiempo la mejor discriminacién anali-
tica de las variantes. Especial valor tiene para el hallazgo de
las mutantes tanto rdpidas como lentas y permite asimismo
una semicuantificacién de las varias fracciones que se obser-
van. El uso de la electroforesis en gel de agar dcido es un
procedimiento que se utiliza cuando se ha encontrado algu-
na fraccién anormal a pH alcalino o cuando haya una sospe-
cha razonable de hemoglobinopatia no dilucidada en el es-
tudio inicial a pH alcalino. Por otra parte, la electroforesis
en agar a pH 6.1 es un método electivo para la deteccion de
nuestras principales hemoglobinas anormales (S, C) en san-
gres de neonatos y nifios de pocos meses. La combinacion
de los dos métodos ofrece una informacién muy valiosa en
torno a la identificacién de las hemoglobinas mutantes mds
frecuentes, asi como de posibles variantes nuevas. Ante una
fraccion que migre en la posicién de la Hb S o de la Hb C se
debe practicar la prueba de solubilidad de la oxiHb a fin de
corroborar la presencia de la frecuente Hb S (la cual es inso-
luble) y diferenciarla de las Hbs D, G, Korle-Bu (que son so-
lubles), asi como de la Hb C (que es soluble) de la Hb C
Harlem (que es insoluble). La ventaja de la prueba de solu-
bilidad sobre la obsoleta prueba de induccién de drepanoci-
tos con metabisulfito de sodio, estriba en su rapidez y sen-
sibilidad, asi como por el hecho de que puede cuantificarse
en 20 minutos, lo que da una informacién de gran valor
acerca de si se trata del rasgo AS (solubilidad entre 25-35%)
y la anemia drepanocitica (8-15%).

En cuanto a la deteccién de variantes hemoglobinicas
inestables muchas de ellas silenciosas (es decir, con migra-
cion igual a la Hb A), es prudente consignar la valoracion
de métodos que hacen Efremov y Huisman (4) en este senti-
do, al sugerir que la presencia de una Hb inestable se esta-
blezca en base a los siguientes hallazgos:

1. Los eritrocitos de una muestra de sangre fresca pue-
den formar cuerpos de Helnz en presencia o ausencia
de fenilhidracina en mayor nimero que los eritrocitos
de una muestra similar de un control normal.

2. La estabilidad de la hemoglobina en un hemolizado
de eritrocitos preparado en fresco a temperaturas va-
riables entre 50 y 70°C, es mucho menor que la de un
control normal. Igualmente, un hemolizado prepara-
do en fresco que contenga una variable inestable pue-
de mostrar una mayor precipitacién a 37°C en pre-
sencia del amortiguador isopropanol-r is pH 7.4,

3.  Aumento en la disociacién de la molécula de hemo-
globina en monémeres puede demostrarse después del
tratamiento con mercuribenzoato; con frecuencia, la
subunidad inestable puede precipitarse de forma irre-
versible.

4. Cadenas libres a y 8 pueden demostrarse en un hemo-
lizado preparado en fresco en el que se emplea elec
troforesis en gel de almidén a un pH alcalino.

Nosotros preconizamos la siguiente marcha analitica:
hemoglobinograma de escrutinio, investigacion de cuerpos
de inclusion luego de inducirlos a 37°C por 3 horas conel
uso de azul cresil, como también luego de incubarse la san-
gre por 24-48 horas a 37°C; pruebas de estabilidad con al-
cohol isopropilico a 379C y luego a S09C, pruebas de solu-
bilidad y autohemélisis (con pre y post medicién de me-
taHb), y electroforesis de la Hb en gel de almidén.

A pesar de la gran variabilidad clinica con que se pre-
senta la patologia hemolitica por hemoglobinas inestables
(anemias hemoliticas congénitas con cuerpos de Heinz), s
puede sefialar que se trata de procesos que se agravan por
infecciones virales o bacterianas y por la administracién de
drogas oxidantes, caracterizindose por la emisién de orina
oscura o ‘‘dipirrélica”, reticulocitosis, aumento de las bili-
rrubinas, disminucién de las haptoglobinas, morfologia ori-
trocitica bdsicamente normal con ligera hipocromia y pre-
sencia de cuerpos de Heinz en muestra de sangre incubada
a 37°C por 24 horas (2).

La investigaciéon de Hb F eritrocitica, se realiza en
aquellas muestras que presentan niveles aumentados de Hb
F en electroforesis, lo cual se confirma mediante el método
cuantitativo de Singer et al. (24). Con aquel procedimien-
to se demuestra si la distribucién de Hb F es homogéneao
heterogénea. Una distribucion homogénea de Hb F indica
PHHbF, mientras que un patrén heterogéneo o irregular se
observa en cualquiera de las hemoglobinopatias primarias
y enfermedades talasémicas asociadas con un aumento se-
cundario de los niveles de aquella Hb, asi como también en
otras condiciones y en un fenotipo hereditario de tipo per-
sistencia, denominada PHHb heterocelular. La electrofo-
resis en acetato de celulosa en tampdn de fosfatos, pH 6.5-
7-0 se hace para discriminar fracciones rdpidas, toda vez que
en este medio solamente migran hacia el 4nodo las Hb Hy
Bart, las cuales, por otra parte, podrin ofrecer caracterfsti-
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cas que les son particulares, tanto en acetato, como en geles
de agar y almidon, y, para la Hb H, la formacion de cuerpos
de inclusion y su sefialada insolubilidad en ditionito, de
acuerdo con su concentracion,

La electroforesis de globina tanto a pH 5 como de 9
permite en gran medida la identificacién de la cadena mu-
tante de una Hb en estudio (23). Estos procedimientos sim-
ples y rdpidos permiten la caracterizacion preliminar de he-
moglobinas y, en union de los otros andlisis ya mencionados
permiten la diferenciacién con un alto grado de especifici-
dad de algunas hemoglobinas que presentan una carga eléc-
trica neta muy similar. La prueba de la P5( se debe hacer en
aquellos casos en que se sospecha alteracion hemoglobinica
hacia la afinidad por el oxigeno. La duda puede presentar-
s¢ desde el inicio en que se plantean valores elevados o dis-
minuidos de Hto/Hb, ya sea porque el paciente presenta po-
licitemia o cianosis, respectivamente, o porque el anilisis es-
tructural de la mutante sugiera posible relacion con la fun-
cién oxigenante de una hemoglobina en estudio.
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