Rev. Méd, Hosp. Nal Nifios 3(2): 93-106, 1968

Datos Numéricos y Estadisticos Minimos Sobre la
Indicencia de Hemoglobinas Anormales
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INTRODUCCION

El estudio de la frecuencia y distribucién de las hemoglobinas anormales
en un pais tiene importancia desde €] punto de vista clinico, porque contribuye
al mejor conocimiento de los sindromes hemoliticos y de algunas otras entidades
patolégicas. Es de valor genético, porque siendo un “marcador” indeleble, pue-
de servir para estudios familiares e identificacién de individuos y, finalmente, tie-
ne importancia antropolégica porque puede dar informacion sobre la composi-
cién étnica de diche pais y/o la influencia migratoria que ha sufrido.

La porcion proteica de Ja molécula de la hemglobina consiste ¢n cuatro
cadenas de polipéptidos compuestos de aminodcidos que se¢ encucntran ¢n un or-
den definitivo en cada cadena, y cuya colocacion esti genéticamente determinada.

En los eritrocitos de adultos humanos hay tres tipos de hemoglobina: la
predominante es la A que contiene dos tipos de cadenas de aminoacidos, las al-
fa y las beta. Las cadenas alfa poseen 141 aminodcidos y tiene cada una un pe-
so molecular de 15.126, Las cadenas beta tienen cada una 146 aminoicidos y
un peso molecular de 15.866. Las otras dos hemoglobinas, HbF (fetal) y
Hb A, estin presentcs cn pequeiia cantidad en los adultos anormales, menos de
1% y 2,5%, respectivamente (21-28). Cada una de ellas contiene dos cadenas
alfa que son idénticas a las de la hemoglobina A. La diferencia se encuentra on re-
lacién con las cadenas beta, que se denominan gama en Ja hemoglobina fetal v
delta en la hemoglobina As. Por otra partc, las cadenas gama y delta contic-
nen el mismo nimero de aminoicidos que las cadenas beta; dificren cn la com-
posicién y colocacion de los mismos (29).

Durante los primeros meses de la gestacion solamente cadenas alfa y
gama son sintetizadas. Por lo tanto, la hemoglobina normal es hemoglobina
fetal (alfa;, gama.). Alrededor del quinto mes empicza la sintesis de cadena
beta y aparece la hemoglobina A.
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Al pacimiento la hemoglobina fetal normalmente se halla entre un 60 y
un 806 del total de Iz hemoglobina. Ya entre los 12 y 18 meses ha disminuido
a menos de un 5%. Cerca de los cuatro afios se encuentran los valores norma-
les del adulto (4-23-25-26-29-41).

Lz [lamada hemoglobina P (primitiva o embrionaria), ha sido objeto de
mucha controversia. En todo caso, quienes la describen la han hallado en fe-
tos de 7 a 12 semanas, de lo que se deduce que Ja velocidad de desaparicion en
el embrién humano depende, al parecer, del tiempo de cesacion del eritroblasto
primitivo (13).

En algunas anemias desarrolladas a temprana edad de la infancia, la ha-
bilidad de formar hemoglobina fetal puede ser retenida y estar presente en can-
tidades aumentadas en adultos con talasemia, pudiéndose también observar au-
mento en la fraccion hemoglobina As (1-4-11-12-15-22-23).

Las variantes anormales de hemoglobina que se han descrito presentan
diferencias en su composicién de aminodcidos y, en la mayoria de los casos, un
solo aminoicido en una de las cadenas de polipéptidos, es la tinica diferencia
con respecto a la hemoglobina A,

Como estas diferencias estructurales se reflejan frecuentemente en el
comportamiento ¢lectroforético de las hemoglobinas, la electroforesis es uno de
los métodos mas importantes para el estudio de las mismas. Sin embargo, como
las diferencias entre las hemoglobinas son en ocasiones demasiado sutiles para
permitir su deteccion solamente por electroforesis, la identificacién de ellas no
debe basarse en un solo método, sino en grupos de ellos, seleccionados entre los
que pueden proporcionar toda la informacién requerida para identificar la hemo-
globina lo mis completamente posible (14-19-31).

Entre los métodos valiosos para la identificacion posterior de una hemo-
globina, que resultan menos adecuados para el laboratorio ordinario, de andlisis,
figuran: analisis con rayos X, cristalografia, inmunoquimica, estudios de estruc-
tura proteica, cualitativos y cuantitativos, estudic de composicién y distribucién
de aminoicidos, cromatografia, espectrofotometria, ctc. (1-5-6-14-17-19-20-28-
30-32-33-38-42-43-45).

El fraccionamiento electroforético de hemoglobina fue descrito primera-
mente por PAULING ef al. en 1949 (35), con el descubrimiento de una hemo-
globina anormal, asociada con el fenémeno de drepanocitosis, formulindose asi
el concepto de enfermedad molecular. El conocimiento de este hecho revolu-
cioné a la medicina, pues en un principio fue sorprendente el aceptar que el
simple cambio de un amonoicido por otro en una de las cadenas de la globina,
fuese la diferencia entre salud y enfermedad y, en ocasiones, enfermedad mortal.

De esta suerte la aplicacién clinica primaria de la electroforesis de la he-
moglobina lo fue en la diferenciacion de algunas anemias hemoliticas (2-3-14-
16-28-35-39). A la vez, dicho anilisis ha sido de gran ayuda en el diagndstico
de tipos especificos de metehemoglobinemia, reacciones a drogas hemoliticas y
trastornos no isoinmunes de hidropesia fetal (eritroblastosis fetal) (18).

Hasta el afio 1967 alrededor de 80 hemoglobinas anormales habfan sido
descritas, sin contar las varientes de las hemoglobinas A y F, y el defecto bio-
quimico ha sido aclarado por lo menos en 61 de ellas (9).

Después del hallazgo de PAuLING et al. (35), fueron descubiertos otros
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tipos de hemoglobinas anormales, y 2l confirmarsc que la presencia de las he-
moglobinas puede ser detectada por electroforesis en papel filtro, fue posible
para muchos laboratorios de hematologia, participar en la bisqueda de nuevas
hemoglobinas.

Las variantes de hemoglobina anormal son gencralmente referidas a las
letras del alfabeto y el orden alfabético se ha aplicado de acuerdo al momento
en que se han descubierto: A,CD.F.GHL]KLMNOPQS. etc. Las letras
By V sc han omitido para cvitar confusién con la "hemoglobina B”, ¢l viejo
términc para hemoglobina S (10-34),

Otras hemoglobinas se han descrito pero no han sido situadas alfabética-
mente, denominindosc segdn el nombre de la region donde sc descubricron, el
nombre ¢ apellido del paciente o del investigador (Boston, Norfolk, Saskatoon,
Leipzing, Stanleyville, Bart, Lepore, Zurich, Gower, etc). (41).

La mayorfa de las hemoglobinas anormales son variantes de la hemoglo-
bina adulta (hb. A), siendo las variantes de las hemoglominas F y A: poco
conocidas (1 - 2).

Otro adelanto en cl conocimiento de Jos tipos de hemoglobina fue dado
por SINGER et al. en 1951 (38) al describir un método para la identificacion y
cuantificacion de la hemoglobina fetal.

SMITHIES en 1959, citado en SUNDERMAN (40), usando buffer dc EDTA a
pH 8.2 aplica la electroforesis ¢n gel de almidén para la identificacién de hemo-
globinas anormales.

En 1955 PETERSON et al. y Sopir et al., citados en HisMaN et al. (21) y
finalmente ORNSTEIN, citado en SUNDERMAN (41), sefiala las ventajas del uso
de discos de gel de acrilamida para la separacidn electroforética de proteinas séri-
cas y de hemoglobinas, Sc¢ han indicado nuevos derivados de la celulosa para
electroforesis, los cuales contienen grupos carboximetil (CM), fosfato (P) y
dietilaminoetil (DEAE). Estas sustancias presentan relativamente gran capa-
cidad para absorcién de proteinas; sin embargo, la clusién puede ser efectuada
bajo condiciones estandar (8 - 21 - 37)

El uso de algunas de estas sustartcias, especialmente de la carboximetil-ce-
lulosa (CMC), parece ofrecer mejores posibilidades para la separacién nitida de
hemoglobinas.

En 1957 KoHN citado en ScHERR (37), cn el Queen Mary's Hospital de
Roehampton, Inglaterra, describe el uso del acetato de celulosa como medio de
sostén para efectuar la clectroforesis de proteinas, obteniendo mayor sensibili-
dad que la obtenida con el papel o medios similares.

En 1958, HisMAN e7 4. (21), desarrollan un método para la separacion
de hemoglobinas humanas, aplicando carboximetil celulosa en cromatografia, de-
tectando y cuantificando diferentes tipos de hemoglobinas.

En 1958 KuNkkr y WarLLeNIUs (27) describen la hemoglobina A
usando la técnica del blogue de almidén (starch block), con un buffer de barbi-
tal a pH'8,6. Posteriormente se han descrito otros métodos (42 - 44).

GrAHAM & GRUMBAUM en 1963 (15), sefialan un método ripido por
microeectroforesis para la cuantificacion de hemogobinas en acetato de celulosa.

BrIEVE et al. en 1963 (7), describen un meétodo ripido, cualitativo y
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cuantitativo, para fraccionamiento de hemoglobinas: método muy semcjante al
utilizado en nuestro estudio.

Obviamente, en la literatura se han descrito un nimero grande de méto-
dos para el estudio de hemoglobinas. Nosotros hemos tratado de hacer una pe-
queia resefia histérica de los métodos mds importantes que se han aplicado en
el estudio de las mismas,

El fundamento de nuestro estudio se basa en la obtencién de datos nu-
méricos y estadisticos sobre la distribucién y presencia de hemoglobinas anor-
males en trece poblaciones de Costa Rica, con miras a obtener datos parciales
sobre su distribucién en nuestro pafs, con un pequefio enfoque antropoldgico e

historico,
MATERIAL Y METODOS

1. Material humano.

Fueron utilizadas muestras de sangre extraidas por puncién venosa, colec-
tadas en tubos al vacio (Vacutainer) con EDTA, de 947 personas de 13 pobla-
ciones distribuidas en todo el territorio de Costa Rica.

Se trataba de¢ adultos con representacién de los dos sexos, dindole pric-
ridad a padres y madres en aproximada proporcién, y con aparentes condiciones
de buena salud.

II. Mcétodos.

A cada una de las muestras se les determind:

A—Hemoglobina total, como cianometahemoglobina.
B—Hematocrito (micrométodo).
C—Frotis sanguincos tefiidos con “Wright, para morfologia de eritrocitos,
D—Electroforesis, utilizando membranas de acetato de celulosa:
1. Meétodo cualitativo, mediante el uso de microcapilares (36).
2. Meétodo cuantitative (10}.

E—A Jas muestras con hemoglobinas anormales, se les cuantificd hemo-
globina Az por el método con acetato de celulosa, hemoglobina, fetal
por el de SINGER et al. (38), y a las que correspondiera, se les prac-
tico Ja prueba de solubilidad de la ferrohemoglobina de Itano (24).

En la Figura 1, se presentan las 13 poblaciones estudiadas en nuestro pais,
distribuidas por provincia. :

En el Cuadro 1, se indica. la distribucién porcentual de hemoglobinas
anormales encontradas en 947 personas, 450.del sexo masculino y 497 del feme-
nino. Asimismo, sefialamos en el mismo cuadro, los casos positivos por hemo-
globina anormal, 10 correspondientes al sexo femenino y 3 al masculino. La
distribucién porcentual de las hemoglobinas y sus combinaciones, fue la siguien-
te: AA 98,6%; AS 1,05%; AC 0,1% y un 0,2% de una hemoglobina sujeta



7 RIVERA, A. s G. SAENZ: HEMOGLOBINAS ANORMALES EN COSTA RICA 99

a2 mayor estudio y que nosotros llamamos ripida por su comportamiento electro-
forético en dos de los casos.

El porcentaje total de hemogiobinas anormales encontradas en las pobla-
ciones estudiadas fue 1,4,
Cuadro 1

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE HEMOGLOBINAS ANORMALES

N* N? - _P;trén Electroforético

Localidad Examinados Positivos AA AS AC A-rap?
M F Tot M F Tot T % % %

San Isidro (H) 3t 33 64 _ 2 2 96.9 3.1 ey -
Juan Vigas (C) 26 29 55 —a, — = = s -
Venecia (A) 6 43 79 e = e = s
Pariscal  (8]) 33 24 97 =l =2 g - - e =
B* El Carmen (P) 32 37 68 - 2 =z 97,1 29 — -
Sardinal (G) 40 33 73 { 3 3 957 27 14 =
Palmares (S]) 38 43§l - — iy = = o
Cat (C) 32 36 68 =l = = 223 . TR
Tilarin {G) 43 50 93 — i 1 989 11 - @ —

San Pedro de —

Poas (H) 34 38 72 - - — 100.0 — — —_
Sta. Maiiz de
Dota (8]) 52 62 114 - 1 1 99.1 0.9 - —

Barria Iglesias

Flores (8]) 21 34 55 —_ — = — -— — -
Siquirtes (L) 32 35 &7 2 2 4 94,0 3.0 e 3.0
TOTAL 450 497 947 3 10 13 98.6 1.4as 0,1 0,2
Total de bemoglobinas anermales 1,4%

En el Coadro 2 se sefiala la distribucion por raza y sexo, de las personas
estudiadas y de las cncontradas positivas. Se evidencia el predominio de la raza
blanca sobre fas otras, cuando observamos que 922 fueron de raza blanca, 22 de
negra, 2 indigenas y 1 mestizo, con la siguiente distribucion de positividad:
13,6% para la raza negra y 1,1 para la raza blanca.
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CUADRO 2

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE HEMOGLOBINAS ANORMALES
SEGUN RAZA Y SEXO

Total N  Positivos % Positivos
Razs M F Total M F  Total M F  Total
Negra 12 Lo 22 1 3 3 8,5 20,0 13,6
Blanca 428 494 922 2 8 10 0,5 1,6 1,1
M_estiza T - 1 — s 0 0 0 0
India — 2

2 == — 0 0 0 0

En el Cuadro 3 se expresan los resultados de los exdmenes de laboratoric
practicados a los 13 casos positivos por hemoglobinas anormales. Salvo dos ca-
sos (Nos. 3 y 13) que mostraron un moderado cuadro de anemia y uno con ligera
disminucién de los valores eritroides, no se encontrd en el resto de los 13 casos
ninguno con valotes bajos de hemoglobina o de hematocrito, De igual manera
no se hallaron valores significantemente altos de hemoglobina fetal. La prueba
de la solubilidad de la ferrohemoglobina fue positiva (precipitado) en todos los
casos en que se constaté electroforéticamente la presencia de hemoglobina S, En
los tres casos en que na fue Ja hemoglobina § la encontrada, se demuestra cl valor
de esta prucba, pues su resultado se corrobord con la presencia, en uno de cllos,
de ]a combinacién AC y en los dos restantes, de A-Hemoglobina ripida.

CUADRO 3

RESULTADOS OBTENIDOS EN 13 CASOS
CON HEMOGLOBINA ANORMAL

N* Nombre Sexo Raza Edad Determinaciones
Hb Hto Hb F.

(Afios) g% ml/100 ml. P. sol. P, elect.
1 A V. F B 25 12,8 39,0 0.8 ppdo A S
2 R Z F B 49 15,4 43,0 1,3 ppdo A S
3 A M F B 39 9,1 30,5 3,2 ppdo AS
4 E. S F B 21 11,8 35,0 1,4 ppdo A S
5 B. M. ¥ B 59 13,5 36,0 0,4 ppdo A S
6 M. J. F B 55 11,8 36,0 0.7 ppdo A S
7 G F B 37 11,0 33,5 09 ppdo AS
8 I H F N 29 12,5 38,0 1.6 ppdo A S
9 E. L. M B 34 16,2 47,0 0,6 ppdo AS
10 B, L. M N 16 14,3 37,0 0,3 ppdo A S
11 C. O M B 31 12,7 39,5 L3 — AC
12 0. V. E B 33 8,2 28,5 O o A-Rdp?+
13 V. F E N 12 11,7 35,5 X — A-Rip?
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En el Cuadro 4 se indica la distribucién hemoglobinica porcentual de
cada uno de los 13 casos positivos por hemoglobina anormal.  En diez de ellos
se encontraron porcentajes de hemoglobina Ay con valores desde 1,7 hasta de
3,6%, hallindose la mayoria de los casos dentro de los limites normales acep-
tados (18 - 23). En el caso N° 11 se destaca la presencia del combinado hemo-
globinica AC, con 1,8% de Az y predominio de Ay (59,3% ). En el caso N¢ 12
no se pudo cuantificar hemoglobina A, (menos de 0,5% ), siendo el mismo muy
interesante por Ja combinacién de hemoglobina A con una fraccion mayor (59,1% )
de hemoglobina clectroforéticamente mas ripida, todavia por dilucidarse. En el
caso N 13 se aprecia la combinacién hemoglobina A - hemoglobina ripida y un
2,4% de A». En las combinaciones heterocigotas AS el porcentaje de la frac-
cién S oscilé entre el 28,19 y 34,3%. En todos los casos siempre fue mayor
el porcentaje de hemoglobina A, lo cual podria justificar ¢l aparente estado
normal de las personas y los valores eritroides normales o ligeramente sub-norma-
les de la mayoria de las mismas.

CUADRO 4

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS FRACCIONES ELECTROFORE-
TICAS DE CADA UNO DE LOS 13 CASOS CON
HEMOGLOBINA ANORMAL

Patrén Electroforético

Ne¢ Nombre AS
1 A. V. 3,0 64,3 32,7
2 R. Z 1.7 70,0 28,3
3 A. M. 3.0 66,7 30,3
B E. 5 2,6 65,8 31,6
5 B. M. 3,2 64,5 32,3
6 M. ] 2,5 65.8 31,7
7 P. 3,6 65,5 30,9
8 J. H. 31 68,8 28,1
9 E L= B 33 63,4 33,3
10 E. L. 3,0 62,7 34,3
. AC
As Ay G
11 € O 1.8 5%.3 38,9
o A-Rip?
Az Al A—Rlip?
12 0. V. - 40,9 59,1

13 V. F 24 68,3 29,3
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DISCUSION Y CONCLUSION

Los resultados obtenidos en 947 muestras de sangre de personas aparente-
mente sanas, de 13 poblaciones distribuidas e¢n todo el territorio nacicnal, nos
ha permitido llegar, aunque sea provisionalmente, a un mejor conocimiento del
problema de las hemoglobinopatias.

Del trabajo se¢ destaca el hecho de que, por los resultados obtenidos, se
hace evidente que ciertas zonas han sufrido variaciones genéticas, notindose cémo
en las localidades estudiadas de las provincias de Limén y de Guanacaste, se han
encontrado las tasas mis altas de hemoglobinas anormales, comparadas con el
resto de las regiones del pais. Asimismo, aparentemente la poblacion negra ha
aportado hemoglobinas anormales a las condiciones genéticas de nuestro pais,
hecho éste que, desde el punto de vista antropoldgico, es de gran importancia, pues
nos estd indicando que en dicha raza hay alteraciones genéticas, en cunanto se re-
fiere a la sintesis de la hemoglobina.

El nicleo de la poblacién negra estudiado pone en evidencia la alta inci-
dencia de genes anormales para el sistema hemoglobinico, aportados por la inmi-
gracion africana.

SoLaNO et al. (39) citan una referencia personal del ilustre historiadot
costarricense, don Carlos Meléndez, por lo que se aclara mucho la influencia que
ha tenido la raza negra en cuanto a la aparicion de hemoglobinas anormales en
nuestro medio,

Ya a principios del siglo XIX habia en Costa Rica una gran proporcion
de cruzamientos con negros que habian llegado a América como esclavos, proce-
dentes sobre tode de Banti, Angola y de El Congo,regiones de Africa, donde se
han reportado las mayores frecuencias de la tara hemoglobina “S”, por lo que
no cs sorprendente que dicha condicion genética se haya difundido en nuestro
pais,” concentrdndose, como era de esperar, en Jas regiones mids densamente po-
bladas por individuos de ¢sa raza.

La tasa de 13,6% encontrada en la poblacidn negra estudiada, ofrece el
primer dato concreto sobre la incidencia de hemoglobinas anormales en esa raza.
Por otro lado, solamente se cncontré un 1,167 en personas de raza blanca. En dos
indigenas estudiados, y en un individuo mestizo, los resultados fucron negativos.
Sin embargo, ¢s de sefialar el informe de SOLANO et al. (39) de un caso positivo
por hemoglobina "$”, en un indio boruca,

Si tomamos en cuenta el total de las poblaciones estudiadas, se obtiene
un porcentaje total de 1,4 en cuanto se refiere a la incidencia del caricter hete-
rocigoto, prevaleciendo la combinacién AS. Estos datos no concuerdan con los
chtenidos por Sorano et al: (39), en un estudio que realizaron en la provincia
de Guanacastz, en donde chtuvieron, con una poblacién menor y en regiones
diferentes, un 7,9% de individuos AS. Circunscribiéndose a las dos poblaciones
guanacastecas por nosotros estudiadas, se observa que en Sardinal el porcentaje
de positividad fue de 2,7% y en Tilardn de 1.1 también con un predominio de
la férmula hemoglobina AS.

ELizoNDo & SoLaNo (12) reportaron un caso de hemoglobina S-talasse-
mia en un nifo de la provincia de San José. En ¢ presente estudio hacemos una
contribucion, con el hallazgo de un nuevo caso de hemoglobinopatia AC, esta
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vez en la poblacién de Sardinal de la provincia de Guanacaste.

En la regién de Siquitres, provincia de Limdn, se encontraron en este
estudio, dos casos muy interesantcs con patrones electroforéticos anormales de
hemoglobina A-Rdpida, cuyo significado atn queda por dilucidarse. En unc
de ellos, los valores eritroides se hallaron ligeramente bajos y en ¢l otro ¢l cua-
dro anémico fue manifiesto, No encontramos ningln caso con valores altos
de hemoglobina A, o de la hemoglobina fetal.

Para terminar, consideramos que este estudio, complementario de los otros
muy valiosos que distinguidos compatrictas han publicado, ¢s una pequefa con-
tribucidn al mejor conocimiento de la incidencia de hemoglobinas ancrmales en
nuestro pafs. Obviamente ¢l campo de estudio ¢s amplio y fascinante, amén de
ser sumamente importante desde ¢l punto de vista antropolégico, genético y cinico.
Nuestro desco es que estas investigaciones se sigan cfectuando a cfecto de obtener
a corto plazo, datos estadisticamente representativos del problema, dandosc prio-
ridad a Ius pequefias poblaciones que tienden a desaparccer, como Ja indigena, asi
<omo a la que tiende a extenderse, como ey la raza negra,

RESUMEN

S¢ hace un cstudio de 13 poblaciones distribuidas en el territorio de
Costa Rica, con miras a obtener datos numéricos y estadisticos sobre ia presencia
y distribucién de hemoglobinas anormales,

Se analizaron 947 muestras dc adultos: 450 de sexo masculing y 497 de
sexo femenino, obteniéndosc 13 casos positivos que representan ¢l 1,4%. Fl
procedimicnto €lectroforético se llevd a cabo utilizando un medio de sostén de
acetato de celalosa.

Las hemoglobinas anormales encontradas fueron todas en forma hutcro-
cgota: AS, AC y A-Ripida, esta Gltima llamada asi por su comportamicnto
electroforético.

Las poblaciones positivas fueron:

San Isidro (Prov, Heredia) 31% (AS)

B® El Carmen (Prov. Puntarenas) 29% (AS)

Sardinal (Prov. Guanacaste) 27% (AS) y 14% (AC)
Tilarin (Prov. Guanacaste) 1,1% (AS)

Santa Marja de Dota (Prov. San )osé) C9% (AS)

Siquirres (Prov. Limdn) 3,0% (AS) y 3,0% (A-Ripida)

En cuanto a razas sz obtuvo un 13,6% de positivos de raza negra y
1L,1%% en raza blanca.
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