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RESUMEN

En el presente estudio se analizé el
poliformismo de la hemoglobina fetal en recién
nacidos y adultos normales, asi como en una
muestra de portadores de hemoglobinopatias,
procedentes de distintos centros hospitalarios
del pais. Se utilizé la electroforesis en gel de
poliacrilamida y el analisis densitométrico para
la valoracién de las cadenas gamma de la
hemoglobina fetal. El estudio mostré6 en los
portadores del fenotipo SF un patréon
tipicamente fetal (0,56-1,03), en tanto que en el
AS fue en el ambito normal (0,2-0,47). En los SS
se observo una inversién de la relacion con
predominio de la cadena y (1,35-1,54). Para
los casos de -talasemia se evidencié una gran
variabilidad en la relacién de las cadenas y
(0,38-0,95), dado probablemente por Ila
heterogeneidad genética de este trastorno; se
hall6é igualmente este comportamiento en los AF
(0,23-0,91). En FA la relacion fue 1,27-2,56.
Finalmente se considera necesario ampliar
la experiencia para conocer mejor
el comportamiento del poliformismo
de las cadenas y de la HbF en nuestra
poblacion y su implicacion en
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la expresion clinica de las distintas

hemoglobinopatias. (Rev. Cost. Cienc. Méd. 1996, 17-
2:17-26).
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INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario del ser
humano y bajo condiciones normales las
hemoglobinas (Hbs) predominantes son la
Gower | (Z,, &), Gower 2 (a; €;) y Portland (Z;
y2) (1,2); pero cuando se inicia la sintesis de Hb
en los hemocitoblastos formados en el higado y
la médula 6sea, la biosintesis de las cadenas Z
y € cesa, para dar inicio a la sintesis de cadenas
y, 0, B por lo que aparecen las Hbs F(a, y,), A
(aoB2) y Az (62 B2). Los genes B, y y & se hayan
intimamente ligados en el cromosoma 11,
mientras los genes a se encuentran en el
cromosoma 16 (1,2).

Al nacimiento cerca de un 15% de la Hb
es A y el resto es Hb F con trazas de Hb A,
alrededor de los 8-12 meses la Hb F ha
disminuido a menos de un 5% y a los 2 afios se
encuentra en valores cercanos a los del adulto.
En el adulto la Hb predominante es la Hb A, la
Hb A,, se encuentra en un promedio del 3%, en
tanto la Hb F no sobrepasa el 2% (2).

La Hb F esta relacionada con la
gestacion y los primeros meses del
periodo postnatal. Parece improbable que

la presencia de variantes de cadena
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y tenga efectos adversos en el feto y en el
recién nacido. Las variantes de Hb E se
presentan por una sustitucién del aminoacido en
la posicion 136 o bien en la 137. La primera
hace que en las cadenas y se encuentren dos
diferentes tipos de residuos: la glicina en la
posicién 136 da origen a la ®y y la alanina, en
dicha posicion, origina Ay. La frecuencia de otras
variantes de cadena y, como Iy, yT es muy baja;
aproximadamente 0,05% (1,2,3,).

Estas no son las unicas variantes que
podemos encontrar, pues es posible hallar el
reemplazo de una treonina por una isoleucina
en la posicion 75, como es el caso de la Hb F-
Sardinia. Sin embargo se ha observado la
presencia 'y y 'y en un buen porcentaje de
pacientes normales, por lo cual no se considera
una anormalidad (3,4,5,6,7,8,9,10).

La presencia de sintesis de HbF en
personas normales 'y en diferentes
hemoglobinopatias y ftrastornos afines se
postula por la presencia hipotética de un gen
controlador que tendria las funciones de activar
los genes de B y 6 de la globina y de suprimir la
actividad de los genes de y (3).

La relacion normal entre las cadenas ny
Ay de la HbF del recién nacido es
aproximadamente 7:3, con valor entre 0,69 -
0,72, que posterior a las 11 semanas declina
hasta alcanzar una relacién de 4:6 con valores
de 0,4. En el adulto los valores de la relacion de
cadenas gamma va de 0,25 a 0,71 (3). La
existencia de altos niveles de HbF se puede
presentar en ciertos desérdenes genéticos como
la anemia drepanocitica, la B-talasemia, y la o
talasemia; asi como también en una condicion
denominada persistencia hereditaria de HbF
(PHHF); ésta ultima se produce debido a la
mutaciéon o pérdida de un gen controlador; ya
que estos genes de PHHbF reducen o

eliminan la actividad de los genes contiguos de
las cadenas B y 6 aumentando la produccion de
las cadenas y en el mismo grupo de genes de
cadena no a (4,11,12,13,14,15,16,17,18). Se ha
encontrado que en los heterocigotos sanos para
la Hb S tienen una relacion muy variable, que se
ha asociado a la presencia de haplotipos
especificos, a delecciones o a la presencia de
tres genes ®y (9, 10, 15).

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 38 muestras enviadas al
CIHATA portadoras de alteraciones de la
hemoglobina, provenientes de los servicios de
hematologia de los Hospitales de la Caja
Costarricense del Seguro Social. Se tomaron
como controles 30 donadores de sangre del
Banco de Sangre del Hospital San Juan de
Dios.

Las muestras se tomaron con EDTA-K3;,
como anticoagulante y se sometieron a los
flujogramas analiticos para ser estudiadas
mediante electroforesis de hemoglobina a pH
8,6 en acetato de celulosa (19), cuantificacién
de Hb A, por microcromatografia de intercambio
amiénico (20) y cuantificacion de Hb F por el
método Singer et al. (21).

La determinacion de cadenas ®y /'y se
realizé en geles de poliacrilamida con Tritén X-
100, Urea 8 M y acido acético glacial (22,23) a
la que se le practicaron algunas modificaciones
como son: el cambio del Triton X-100 del
método de Ibarra (24) por NonidetNP 40 (22).
Su uso produjo resultados comparables con los
descritos por Ibarra. Los geles fueron tenidos
con Azul Coomasie G a una concentracion de
0,05 g/dl. La cuantificacion se hizo
mediante la densitometria a una longitud
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de onda de 550 nm (Helena, Laboratories). El
area de cada cadena fue calculada y

cadenas “y y ®y y su relacion se calcularon

utilizada en la obtencion de la utilizando la siguiente formula (24).
relacion ~ ®y/%y. Los porcentajes de
Area Gy
% Gy= X100
Area Ay
% A'_,f=1 00-% G'\‘
% Gy
GyfAy-:
% Ay
RESULTADOS

Los resultados obtenidos de la relacion Gy
/ Ay se observan en los cuadros del 1 a 6,
correspondientes a cada uno de los tipos de
hemoglobinopatias analizados que fueron
comparados con el patron de ®y / %y de un
adulto normal y un patrén de la misma relacién
de un recién nacido. Los datos se analizaron
estadisticamente mediante la t de student.

En los fenotipos hemoglobinicos SF que
se muestran en el cuadro. los analisis
estadisticos no mostraron diferencias
significativas (p> 0.05) con respecto al grupo
control de recién nacidos, pero para el grupo
control de adultos (p< 0,05), evidencio un Eatr()n
claramente de tipo fetal en la relacion Gy/ Y.

El cuadro 2, correspondiente al fenotipo
AS, mostré una diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05) con el control de recién
nacidos, en tanto que la comparacién con el
grupo control de adulto no evidencié diferencia
significativa (p> 0,05).

Los pacientes con B-talasemia. segun se
ve en el cuadro 3, no presentan diferencia
significativa (p> 0.05) con respecto al grupo
control de recién nacidos, pero si la presentan
con el grupo control de adultos (p <0,05)

En 3 pacientes con el fenotipo
hemoglobinico FA, que se detallan en el cuadro
4. se obtuvo una diferencia significativa (p
<0,05) para ambos controles.

El cuadro 5 muestra un fenotipo
hemoglobinico AF. Los resultados del analisis
estadistico reflejan que no se presenta
diferencia significativa con respecto a los
resultados de ambos grupos.

Finalmente en el fenotipo SS
drepanociticos con valores bajos de Hb F
(cuadro 6), se evidencia una diferencia
significativa con respecto a ambos controles.
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FIGURA 1
Electroforesis en gel de poliacrilamida de Hb F (segun Villalobos-Arambula et al.).
1-5 Cadenas de Hb F, 6 Cadenas de Hb A. a. Ay b. Gy c.Bd.a

CUADRO 1
Valores de *y, Sy y relacion de cadenas Sy / %y en pacientes portadores de fenotipo
hemoglobinico drepanocitico tipo SF (n:7)
%HbF %™y %Sy Gy /Ay
1 ND 62,0 38,0 0,61
2 ND 57,6 424 0,74
3 ND 63.9 36,1 0,56
4 ND 55,6 444 0,79
5 12,0 70,5 29,5 0,41
6 13,3 56,4 436 0,77
7 19,3 492 50,8 1,03

ND: no determina
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CUADRO 2
Valores de *y y Gy y relacion Sy / Ay en pacientes del fenotipo hemoglobinico

AS (n:4)
HbF% %ry %Sy Gy / Ay
1 «de 1,5 68,1 31,9 0,47
2 «de 1,5 68,2 31,8 0,46
3 «de 1,5 84,1 15,9 0,20
4 de 1,5 82,0 18,0 0,22
CUADRO 3

Valores de %y, Sy y de la relacion Gy / Ay en pacientes portadores de -Tal menor
tipo Hb A2 4 (n:10)

HbF% %HDA, %Ay %Sy Gy / Ay
1 ND 6,1 58,1 41,9 0,72
2 7.0 5,4 61,1 38,9 0,64
3 ND 5,5 53,0 47,0 0,89
4 2.0 4,8 60,9 39,1 0,64
5 4.1 5,7 66,5 335 0,50
6 ND 5,0 72,5 27,5 0,38
7 ND 48 56,6 43,4 0,77
8 ND 5,0 58,9 41,4 0,69
9 ND 6,1 53,8 46,2 0,85
10 ND 73 52,2 47,8 0,95

CUADRO 4

Valores de *y y Gy y relacion Sy / &y en muestras con fenotipo hemoglobinico
talasémico AF (n:8)

HbF% %oy %Sy Gy / Ay
1 83 72,6 27.4 0,38
2 45 81,0 19,0 0,23
3 8,5 63,7 36,3 0,57
4 11,7 52,4 47,6 0,91
5 2,9 56,5 435 0,77
6 ND 78,9 21,1 0,27
7 14,0 62,2 37,8 0,61
8 12,1 60,5 39,5 0,65
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CUADRO 5

Valores de #y, %y y relacion Sy / Ay en muestras que presentan el fenotipo
hemoglobinico FA indeterminado (n:3)

HbF% %y %Sy Gy / Ay

1 47,0 39,0 61,0 1,56

2 54,7 44,0 56,0 . 1,27

3 76,0 28,0 71,9 2,56
CUADRO 6

Valores de *y, Sy y relacién Sy / Ay en pacientes portadores del fenotipo
hemoglobinico SS, drepanocitico severo (n:3)

HbFo/o o/oAY o/oG‘Y G‘Y / A‘Y
1 2,1 39,4 60,5 1,54
2 5,0 42,6 57,4 1,35
3 2,5 39,5 60,5 1,63

DISCUSION

No es posible separar las cadenas Ay y
Gy, mediante  métodos  habituales de
cromatografia y electroforesis debido a que
difieren en un aminoacido neutro. Su separacioén
exige técnicas como la cromatografia liquida de
alta presién y la electroforesis en gel de
policiacrilamida en presencia de Tritdn, entre
otras. Esta ultima técnica fue la que se escogio
para realizar el trabajo aqui propuesto.

El objetivo primordial de este trabajo fue
comparar la relacion ®y/"y y sus posibles
variaciones en diferentes hemoglobinopatias
existentes en Costa Rica, en relacion con las
reportadas por otros autores.

El analisis de los resultados
obtenidos en portadores del fenotipo SF
presentan un patréon tipicamente fetal en la
relacion Gy/Ay, siendo  comparables

con los obtenidos por otros autores
(3,6,9,10,24). Los niveles elevados de HbF han
sido explicados por la presencia de un gen B° en
los padres que puede ser heredado a toda su
descendencia. Este hecho ha sido apoyado por
evidencias que afectan la produccion de HbF
durante la vida de adulto y que estan
estrechamente relacionadas con el complejo del
gene de (3 globina. Otros estudios realizados en
pacientes de raza negra sugiere un desequilibrio
entre los alelos B° y los alelos determinantes de
niveles altos de HbF (10, 18, 25, 26, 27,).
También se ha asociado aumentos de HbF con
factores no genéticos, aunque esto no esta
claramente entendido (10).

Los valores de la relacion ®y / *y hacen
necesario realizar un estudio familiar que
permita descartar o asegurar la presencia de
una persistencia hereditaria de hemoglobina
fetal en alguno de los casos estudiados.
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En lo referente a los portadores
heterocigotos de HbS que se presentan en el
cuadro 2 no se encontré alteracién alguna en la
relacion ®y / *y lo que podriamos asociarlo a los
niveles de HbF normales. Lo anterior hace
suponer que el gen B° en una dosis como la que
se encuentra en el AS, no produce un
desequilibrio sobre alelos y de la HbF como si lo
hace la doble dosis de cadenas B° en el
paciente drepanocitico con HbF alta. Un
paciente drepanocitico que no presente
aumentados los niveles de HbF pareciera que
no cumple esta hipotesis, por lo que este
comportamiento o variabilidad se podria asociar
con el haplotipo de Hbs que exhiba el paciente,
a delecciones o a la presencia de tres genes G‘y
(28,29).

Respecto de los casos de [-talasemia
analizados la relacion Gy / Ay se aprecia una
variabilidad del tipo activacion fetal de los genes
y. Este hallazgo puede estar asociado a los
reordenamientos de ADN en el cromosoma 11
en donde se encuentran los genes y,0 y B,
producidos estos por delecciones de materiales
en el clusters del gene 3 (14). Dentro de estos
reordenamientos podemos citar el crossover
propuesto para la PHHbF/S, y la triplicacion de
genes y entre otros (14,18).

Pacientes portadores del fenotipo AF se
consideraron como poseedores de posible &
talasemia. Mostraron una heterogeneidad en la
relacion ® / “y de caracter bimodal y
evidenciaron lo que se ha descrito por otros
autores con respecto a la gran variabilidad de la
expresiéon de los genes de HbF en estas
talasemias (25,30,31).

En el fenotipo FA se manifiesta una
inversion de la relacion sintética, con un
predominio de las cadenas ®y Dicha
inversion podria corresponder a la ya
descrita en la Gy OB-talasemia (30,31),

a un nifio menor de 6 meses, o bien a un
paciente portador de una PHHbF que ha sido
transfundido. Se hace necesario realizar los
estudios familiares pertinentes con el fin de
poder definir cualquiera de las anteriores
condiciones.

En cuanto a los pacientes portadores del
fenotipo SS se observa un predominio de las
cadenas Gy, lo que provoca una inversion de la
relacion y difieren de los hallazgos encontrados
en portadores de HbS y del patron SF. Dicha
variabilidad se ha asociado a la presencia de
haplotipos especificos, entre otras posibles
alteraciones (28,29).

Finalmente se considera importante
ampliar la experiencia para conocer mejor el
comportamiento del polimorfismo de las
cadenas y de la HbF en nuestra poblacion y su
implicacion en la expresion clinica de las
distintas hemoglobinopatias.

ABSTRACT

It was analyzed Hb F polymorphism in
newborns, normal adults and
hemoglobinopathies carriers from different
hospitals. A polyacrylamide electrophoresis and
densitometric quantifications, were used for the
y chains analysis. The study shows in “SF”
patiens a typically fetal pattern (0,56-1,03), while
on their “AS” the same was normal (0,20-0,47).
On the “SS” cases, its was observed an
inversion on ®y ratio (1,35-1,54). On the other
hand. the B-thalassemia patients show great
differences on the y chain ratio (0,38-0,95), a
variation atributed to the clinical hetesrogenity of
this disorder. Similar findings were obtained on
the “AF” patterns (0,23-0,91), while on the “FA”
the ratio observed was 1.27-2,56. It is necessary
to amplify this experience for obtaining
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better knowledge of y chain polymorphism of Hb
F in Costa Rica and their implication on the
clinical expression of the different
hemoglobinopathies.
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