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"Si se siembra la semilla con fe y se cuida con perseverancia, sélo serd
cuestion de tiempo recoger sus frutos"

Tomas Carlyle

"Si una persona es perseverante, aunque sea dura de entendimiento, se hara

inteligente; y aunque sea débil se transformara en fuerte."

Leonardo Da Vinci

"Ten paciencia y también tendras una recompensa."

Andnimo
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1. Resumen

Introduccién: La molécula de la hemoglobina esta compuesta por cuatro grupos hemo y dos
pares de cadenas diferentes de polipéptidos, actia como vehiculo para el transporte de
oxigeno en el organismo. La molécula de hemoglobina que contiene dos cadenas alfa y dos
beta se le Ilama hemoglobina A, en la cual se encuentran las fracciones: Hb Ala, Hb Alb y Hb
Alc. Esta ultima es importante para realizar el seguimiento de la diabetes mellitus. La
hemoglobinopatia S (Hb S) se caracteriza por la anomalia estructural, se encuentra en la
cadena de globina B en la posicidon 6 con una sustitucidn de aminoacidos: acido glutamico por
valina. Existen pruebas de laboratorio para determinar la Hb S como la induccién de
drepanocitos, prueba de solubilidad, la observacién de células falciformes en el frotis
sanguineo. Actualmente se han empleado diversos métodos para la deteccion vy
cuantificacion de Hb como electroforesis y HPLC.

Objetivo: Determinar por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) la
concentracion de Hb S en muestras sanguineas.

Material y método: Se llevd a cabo un estudio de 150 pacientes, presentaban edades entre
25 a 80 afios, a los cuales se detecté la presencia de Hb S empleando HPLC, debido a que en
el cromatograma se observo la fraccion sefalada como S-window. A todas las muestras se les
realizé6 biometria hemadtica, inducciéon de drepanocitos, a 60 muestras se les procesd
electroforesis de hemoglobinas; a éstas se les realizd la correlacidn para comparar ambos
métodos (HPLC y electroforesis), los resultados obtenidos fueron analizados mediante
prueba de Pearson con una p<0.05 (95% de confianza).

Resultados: Se obtuvieron 130 inducciones positivas y 20 inducciones negativas. Los
porcentajes detectados de Hb S oscilan entre 35 a 45%, éste rango lo presentaron 149
pacientes, los cuales fueron clasificados como heterocigotos, presentaron valores normales
en los parametros hematoldgicos. Se presentd el caso de una paciente homocigota de 32
afos a la cual se detecté un porcentaje de 73.2% de Hb S. En el frotis de sangre se
observaron poiquilocitosis, abundante basofilia difusa, abundantes
células falciformes, 18% de eritroblastos y presentd 10% de reticulocitos. Los valores de los
parametros hematoldgicos estaban alterados. La induccién de drepanocitos fue positiva. De
las 150 muestras, se seleccionaron 60 muestras, las cuales se procesaron mediante
electroforesis para realizar la correlacion entre HPLC. La correlacién experimental obtenida
entre ambos métodos fue de 36.2 %.

Conclusion: La deteccion de la hemoglobinopatia S se llevd a cabo por medio de
electroforesis y HPLC, en ambos métodos se observan la separacién y cuantificaciéon de las
fracciones normales y anormales de la hemoglobina.



2. Introduccion

La hemoglobina es una proteina globular, presente en los eritrocitos que transporta el
oxigeno en el organismo. A su vez la hemoglobina de los seres humanos esta compuesta por
tres variedades de hemoglobina llamadas: hemoglobina A, hemoglobina A, y hemoglobina F.
La hemoglobina A es la mas abundante porque sola representa el 97%. Dentro de ésta misma

fraccidn se encuentran las siguientes hemoglobinas: Hb Ala, Hb Alb y Hb Alc.

Las hemoglobinopatias son trastornos hereditarios en los que la anomalia estructural es
resultado de una alteracién del cédigo genético para una o mas cadenas de la globina. La
hemoglobinopatia S (Hb S) se caracteriza por la formacidon de células drepanociticas, la
anomalia estructural se encuentra en la cadena de globina B en la posicion 6 con una
sustitucion de aminodcidos: acido glutdmico por valina. La sustitucion de un aminoacido

genera cambios en la solubilidad molecular de la hemoglobina.

En este sentido la drepanocitosis es una enfermedad genética, cada individuo tiene dos
genes para las cadenas beta de cada uno de los padres; si un individuo hereda un gen de una

cadena beta anormal es un heterocigoto AS; si hereda los dos genes es un homocigoto SS.

Asi mismo, las complicaciones clinicas generalmente se manifiestan en estado homocigoto
siendo las principales: crisis vaso oclusiva, crisis hemolitica, alteraciones éseas, etc. La
condicidon heterocigota en ocasiones pasa desapercibida y es diagnosticada como hallazgo.
En condiciones de baja tensidn de oxigeno se puede inducir la aparicion de hematuria e

infartos esplénicos en estos heterocigotos.

Por otro lado existen, pruebas de laboratorio utilizadas para determinar la presencia de Hb S
incluyen estudio electroforético, induccién de drepanocitos, presencia de células falciformes
en frotis sanguineo. De ahi que existen pocos articulos que incluyen estas pruebas
mencionadas para el diagndstico de esta hemoglobinopatia, asi como también de la

correlacién entre HPLC y electroforesis.



3. Marco teorico
3.1. Estructura de la hemoglobina

La molécula de la hemoglobina es una proteina conjugada, esta formada por 4 subunidades,
2 cadenas alfa y 2 cadenas beta del tipo de globina, el gen para la beta globina esta localizado
en el cromosoma 11, éste es un miembro de la familia de los genes de la globina, que es un
grupo involucrado en el trasporte del oxigeno.' La hemoglobina es un pigmento rojo con un
peso molecular de 68 000 daltons y actia como vehiculo para el transporte de oxigeno en el

organismo.” (Figura 1).

Figura 1. Molécula de la hemoglobina. Tomado de Rodak FB. (2004)°



3.1.1 Hemo

El grupo hemo es un anillo de dtomos de carbono, hidrégeno y nitrégeno denominado
protoporfirina IX con un dtomo de hierro en estado ferroso (Fe**) unido (ferroprotoporfirina).
Cada grupo hemo se ubica en un area de la cadena de polipéptidos cerca de la superficie de

la molécula de hemoglobina. ® (Figura 2)

El componente hemo puede combinarse de forma reversible con una molécula de oxigeno.*?
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Figura 2. Protoporfirina IX+Fe?* (ion ferroso). Tomado de Rodak FB. (2004)°

3.1.2 Globina

La globina de la molécula de hemoglobina presenta dos pares de cadenas de polipéptidos, se
forman por 141 a 146 aminodacidos cada una. Las variaciones en las secuencias de
aminodcidos dan origen a diferentes tipos. Cada tipo de cadena de polipéptidos se designa

con una letra griega.*



Cada una de las cadenas de polipéptidos se divide en 8 hélices y en siete segmentos no
helicoidales. Las hélices, designadas de la A a la H, contienen subgrupos numerados para la
secuencia de aminoacidos en cada hélice, las cuales son rigidas y lineales. Los segmentos no
helicoidales son mas flexibles y se ubican entre los helicoidales, segun lo reflejan sus
designaciones: NA para los residuos que se encuentran entre el extremo N y la hélice A, CD
para los residuos que se encuentran entre las hélices Cy D, y asi sucesivamente con EF, FG,

GHyHC.”

3.1.3 Molécula completa

Las cadenas de globina son curvas para formar una hendidura para el hemo, éste se
encuentra suspendido entre las hélices E y F de la cadena de polipéptidos. El &tomo de hierro
que se encuentra en el centro del anillo de protoporfirina IX forma una uniéon con F8
(histidina proximal) y por medio del oxigeno ligado, con E7 (residuo histidina distal). Los
aminodcidos en la hendidura son hidréfobos y cada cadena contiene un grupo hemo con el
hierro posicionado entre dos radicales de histidina. Los aminodcidos en el exterior son
hidroéfilos, lo que hace que la molécula sea hidrosoluble. La organizacién molecular de la

hemoglobina también colabora para que el hierro se mantenga en estado ferroso.® (Figura 3).

La molécula completa de hemoglobina es esférica, posee cuatro grupos hemo unidos a

cuatro cadenas de polipéptidos y puede portar hasta cuatro moléculas de oxigeno.’



Figura 3. Molécula de hemoglobina completa. Tomado de Rodak FB. (2004)°

3.1.4 Biosintesis

La biosintesis del hemo se produce en la mitocondria y el citoplasma de los precursores del
eritrocito, del pronormoblasto al reticulocito en la médula ésea. Comienza con la
condensacién de la glicina y la succinil coenzima A, catalizada por la acido aminolevulinico
(ALA) sintetasa para formar ALA. La ALA sintetasa requiere piridoxal 5’-fosfato como
cofactor. Esta via contintia hasta que en el dltimo paso de la produccién final del hemo el Fe?*
se combina con la protoporfirina IX en presencia de la ferroquelatasa para producir hemo.®

(Figura 4).



La transferrina, es una proteina plasmatica, transporta hierro en estado férrico (Fe*) para
producir eritrocitos. El hierro se dirige a través de la membrana eritrocitaria hacia la
mitocondria, se une a la protoporfirina IX para producir hemo. Este abandona a la

mitocondria y se une a las cadenas de globina en el citoplasma.6'7’8
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Figura 4. Armado de la molécula de hemoglobina completa. Tomado de
Rodak FB. (2004)°

Seis genes estructurales controlan la sintesis de las seis cadenas de globinas. Los genes alfa 'y
zeta se encuentran en el cromosoma 16, los genes gamma, beta, delta y épsilon estan en el
cromosoma 11. La via de la sintesis proteica continda en la traduccién del cédigo genético de
la cadena final del polipéptido de globina. Cada grupo de cadenas simples se sintetiza en

cantidades iguales y las cadenas se liberan de los ribosomas hacia el citoplasma. °



Luego de su liberaciéon de los ribosomas, las cadenas de globina se unen a hemos,
posteriormente se aparean. Una cadena alfa y una no alfa se combinan para formar dimeros
y dos dimeros se combinan de manera espontdnea para formar tetrameros, es asi como se

forma la molécula de hemoglobina.’

3.1.5. Destruccion eritrocitaria

En los trastornos hemoliticos la vida media del eritrocito puede reducirse a 15-20 dias. El
término anemia hemolitica designa enfermedades en las que hay aumento de la destruccién

de los eritrocitos, lo que hace que la médula dsea responda acelerando la produccion.®®

Los trastornos asociados con la anemia hemolitica se basa en el sitio en que tiene lugar la
hemdlisis, esto es si la hemdlisis es intravascular (dentro de la circulacidén) o extravascular

(dentro de los macréfagos tisulares).>® (Figura 5).

3.1.5.1. Hemolisis extravascular

Los eritrocitos se producen en la médula ésea y se liberan hacia la circulacién periférica,
donde tienen una vida media de 120 dias. Durante este tiempo se producen cambios

metabolicos y quimicos a medida que el eritrocito envejece.’

En circunstancias normales, los macréfagos del sistema reticuloendotelial reconocen estos
cambios y fagocitan los eritrocitos viejos. Los drganos de este sistema son el bazo, la médula
Osea, el higado y los ganglios linfaticos. Los macréfagos del bazo son sensibles a las anomalias
de los eritrocitos, se produce la fagocitosis, el eritrocito se degrada por la fuerte actividad
enzimatica digestiva del macréfago. Cuando las moléculas de hemoglobina se desarman, el
hierro se une a la transferrina y se transporta a los hepatocitos para su almacenamiento. Los
aminodcidos se transfieren a los depdsitos corporales de aminoacidos. Los componentes de
la protoforfirina se separan: el carbdn alfa se exhala como CO, y el anillo tetrapirrol abierto
se convierte a biliverdina, que cuando se trasporta al higado se conjuga en glucorénido de

bilirrubina, la cual ingresa en el intestino con la bilis y se excreta como urobilinégeno. >°



Esta destruccién rutinaria de eritrocitos seniles se produce en el tejido linfoide y representa

el 90% de su degradacién.>®

3.1.5.2. Hemodlisis intravascular

La hemodlisis intravascular es la destruccidon de eritrocitos muy defectuosos a medida que
circulan, con la consecuente liberacién de hemoglobina directamente en el plasma
sanguineo. Alrededor del 10% de la destruccion normal de eritrocitos tiene lugar de esta
manera. Cuando la membrana del eritrocito se lisa, su contenido ingresa en la sangre
circulante, donde proteinas de transporte especificas presentes en suero, unen, eliminan y

transportan estas sustancias a sitios designados para su almacenamiento o desmontaje.‘r"8

La combinacion de suero sin haptoglobina y hemopexina con la formacién de
metahemoglobina y metahemalbimina indica hemdlisis intravascular. Otros hallazgos son
aumento de la bilirrubina indirecta, incremento de los depdsitos de hierro, elevacion de

lactato deshidrogenasa, aumento de reticulocitos.>®® Cuadro 1.

Cuadro 1. Pruebas de laboratorio que indican destruccién acelerada de eritrocitos

Intrinseco (l), extrinseco

Muestra para la prueba Prueba Resultado (E) 0 ambos (I/E)
Suero Bilirrubina no conjugada aumentada I/E
Actividad de lactato deshidrogenasa aumentada I/E
Ausencia de haptoglobina
Metahemalbumina aumentada I
Hemopexina disminuida I
Sangre anticoagulada  Hematocrito disminuida I/E
Hemoglobina disminuida I/E
Eritrocitos disminuidos I/E
Orina Urobilinégeno aummentado I/E

(Tomado de Rodak FB. 2004)°
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Figura 5. Tipos de hemdlisis. Tomado de
http://www.fundatal.org.ar/actividades/anemias_hereditarias/3Fisiologia_membrana_Crisp.™

3.1.6 Hemoglobina normal y sus variantes

La molécula de hemoglobina que contiene dos cadenas alfa y dos beta se le llama
hemoglobina A. La hemoglobina A, contiene dos cadenas alfa y dos delta.'’ La hemoglobina

fetal, es el componente principal de la hemoglobina del recién nacido. Posee dos cadenas

3,11

alfa y dos cadenas gamma.™ *~ (Figura 6)

Las hemoglobinas Gower |, Gower Il y Portland son embrionarias y sélo aparecen durante el

primer trimestre de gestacion.***
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Figura 6. Sintesis de cadena de globina. Tomado de Rodak FB. (2004)°

La hemoglobina humana esta compuesta por tres variedades de hemoglobina: hemoglobina
A, hemoglobina A, y hemoglobina F.** La hemoglobina A representa el 97%, dentro de la
misma fraccién se encuentran: Hb Ala, Hb Alb y Hb Alc.” (Cuadro 2). Existen cientos de
variantes de hemoglobinicas surgidas por mutaciones ocurridas en los genes globinicos. La

variante estructural mas importante de laHb Aesla Hb S. *°

Cuadro 2. Hemoglobinas humanas.

Nominacion Composicion Proporcion
adultos neonatos
(%) (%)
Hb A o232 97 20
Hb A, 020 2.5 0.5
Hb F 0LrYo <1 80

(Tomado de Pefiuela OA.2005)*
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3.2 Hemoglobinopatia

La hemoglobinopatia es la enfermedad producida por la alteracion de la molécula de
hemoglobina. La sustitucion de un sélo aminoacido de cualquiera de las cadenas peptidicas

de la globina origina alteraciones fisicoquimicas con implicaciones clinicas y patoldgicas. *" 8

La Organizaciéon Mundial de la Salud calcula que anualmente nacen en todo el mundo mas de
300, 000 nifios con hemoglobinopatias, la mayoria en paises de ingresos bajos y medios.
Aproximadamente un 5% de la poblacién mundial es portadora de un gen de drepanocitosis,
alcanzando hasta un 25% en algunas regiones. Debido al aumento de los fendmenos
migratorios, estas enfermedades estan apareciendo con mayor frecuencia en muchas

ZOf'\aS.19

Las hemoglobinopatias son las alteraciones mas frecuentes en el mundo.” Se dividen en:
hemoglobinopatias estructurales, producidas por la sintesis de una cadena de globina
estructuralmente anormal y talasemias que se manifiestan por la disminucién total o parcial

de la sintesis de globina.?®

La expresion clinica de la hemoglobinopatia varia segin el tipo de cadena de globina
implicada (a.,f3,0,v), la gravedad de la hemdlisis y la produccién compensadora de otras

. 21
cadenas de globina normales.

Se han descrito mas de 600 variantes de hemoglobinopatias. 22 (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Resumen de las anomalias moleculares de las hemoglobinas variantes.

Numero de variantes

Cadenaa  Cadenaf Cadena & Cadenay Total
Sustitucion de un solo aminoacido. 199 337 28 70 634
Dos sustituciones de aminodacidos. 1 18 0 0 19
Eliminaciones, inserciones, o ambas. 6 16 0 0 22
Cadenas extendidas. 7 6 0 0 13
Fusiones 0 10 9 1 10
Totales 213 387 37 71 698

(Tomado de Rodak FB. 2004.)°

3.2.1 Hemoglobinopatia S

Actualmente en América, existen zonas con un fuerte componente poblacional indigena

como ocurre en México, América Central y América del Sur. Desde la colonizacién han

llegado a este continente: africanos, asiaticos y europeos para formar parte de lo que hoy en

dia es la sociedad Latinoamericana. Ademas de la contribucién cultural, étnica y social que

aportaron estos inmigrantes; también trajeron consigo rasgos genéticos y fisioldgicos

propios, que ahora estdn siendo reconocidos como causantes de algunas enfermedades en

comunidades latinoamericanas. Un ejemplo es la hemoglobinopatia S (Hb S).%* (Cuadro 4).

La Hb S surge por mutacién en el continente africano y ha sido diseminada por migracién a

otras poblaciones a nivel mundial. 24,23
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Cuadro 4. Antecedentes historicos de la Hemoglobinopatia S.

1910

1917

1927
1949

1950

1956

James Herrick describié la existencia de eritrocitos en hoz, falciformes o
drepanocitos en la sangre de un estudiante negro con anemia.

Emmel demostré que la morfologia de estos hematies dependia de la tensidn
parcial de oxigeno, que al descender inducia la forma semilunar caracteristica.

Se demuestra la importancia de la desoxigenacidn con la falciformacién.
Pauling y colaboradores demostraron que la movilidad electroforética de la

hemoglobina de los pacientes con drepanocitosis diferia de la normal, y como
consecuencia que su estructura bdsica era distinta.

Perutz describe la transformacién irreversible de la hemoglobina S en baja
tensién de oxigeno.
Ingram descubrié la naturaleza bioquimica del defecto, demostrando que el

sexto aminoacido de la cadena [3, acido glutdmico, se encontraba sustituido por
valina.

(Tomado de Rodak FB. 2004)°

3.2.2 Genética de la hemoglobinopatia S

La Hb S es un desorden hereditario recesivo, sin embargo, la Hb anormal es transmitida como

dominante. La herencia de la Hb S sigue las reglas de la genética mendeliana clasica.”® Esta

hemoglobinopatia se debe a un cambio en el codén GAC normal, que pasa a GTG que da

como resultado la sustitucién del aminoacido acido glutamico por valina.?”"*8 (Figura 7)
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Cadena p de la Hemoglobina Hb A

(o]

C-0O-H

Valime Histidina Leucina Treonina Prolina Glutamico Glutamico

Cadena p de la HemoglobinaHb S

0

C-0O-H

Valima Histidina Leucina Treonina Prolina Valineg Glutamico

Figura 7. Sustitucidn de una base en el sexto codén de la cadena 3. tomado de
http://www.fundatal.org.ar/actividades/anemias_hereditarias/genética.Fisiologia_membrana.”

Cada individuo tiene dos genes para las cadenas beta de cada uno de los padres; si un

individuo hereda un gen de una cadena beta anormal es un heterocigoto AS; si hereda los

dos genes es un homocigoto SS. 30

El término rasgo de células falciformes se refiere al estado heterocigoto (AS), los individuos
son asintomaticos, presentan entre 35 a 45% de Hb S, sin embargo, en condiciones de

hipoxia puede haber formaciéon de células falciformes ocasionando oclusion vascular,

necrosis focal e incluso la muerte. ** (Figura 8)
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Los pacientes homocigotos a Hb S, carecen de cadenas polipeptidicas beta normales por lo
que no tienen Hb A, no se puede cuantificar la Hb Alc, debido a que contienen un alto

porcentaje de Hb S. **

Hemoglobina S

falciformismo

oclusion vascular

infarto

Figura 8. La hipoxemia deforma los eritrocitos en “media luna” y desencadena una
serie de trastornos sanguineos que originan oclusidon vascular. Tomado de
Frisancho EO (2012)*

3.2.3. Fisiopatologia

La sustitucién de un aminodcido genera cambios profundos en la solubilidad molecular de la
hemoglobina. La cadena lateral de la valina es apolar, por lo que aparece un “parche”
hidréfobo en la superficie de la molécula, mientras que el glutamato es polar. Esta alteraciéon
reduce marcadamente la solubilidad.*> Cuando hay baja concentracién de oxigeno se
produce un aumento marcado en la viscosidad de la sangre, lo que indica polimerizacién de
la hemoglobina; el cambio depende de la formacidn de fibras polarizadas o tactoides largas y
rigidas que se organizan en paralelo esto se refleja en el aspecto de los eritrocitos que
adoptan el tipo falciforme (en hoz). Estas células pueden cambiar de forma, segun el grado
de oxigenacién (reversibles), hasta que llegan a ser irreversibles, muy densas, como las que
se ven en los casos de los pacientes homocigotos. Tales eritrocitos tienen contenido bajo de

potasio, concentraciones altas de sodio, calcio, agotamiento de ATP y del agua. > (Figura 9).
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« polimerizacion
a -
: drepanocito

Figura 9. Representacion esquemadtica del proceso de inducciéon a Ia
falciformacién de los eritrocitos por la polimerizacion de la desoxihemoglobina
debido a la baja concentracién de oxigeno. Tomado de Galiza N. (2003).*
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3.3 Anemia de células falciformes (drepanocitosis)

La drepanocitosis o anemia de células falciformes, es una enfermedad que dura toda la
vida.>* La gravedad clinica es variable, desde formas asintomaticas (rasgo falciforme) hasta
formas homocigotas las cuales son severas. Los pacientes homocigotos presentan hemdlisis
de predominio extravascular, la cual causa anemia y puede concurrir con eritropoyesis

disminuida.>

Las células falciformes sélo viven unos 15 dias, mientras que las normales viven hasta 120

dias. Ademas, corren el riesgo de ser destruidas por el bazo debido a su formay rigidez.36

Los eritrocitos falciformados colapsan la microcirculacion sanguinea provocando las
denominadas crisis vaso-oclusivas, ocasionando infartos. La alteracion de la deformabilidad

del eritrocito ocasiona la destruccién del mismo.3’
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Los infartos subclinicos suelen ser mas frecuentes principalmente en la médula renal debido
al medio hiperténico. Otros érganos en los que con frecuencia aparecen infartos son:

cerebro, pulmon, rifién y bazo. *®

El bazo es uno de los 6rganos que se ve mas afectado en los pacientes que padecen anemia
falciforme. Aumenta de tamafio durante las primeras décadas de la vida para luego sufrir una

atrofia progresiva debido a los ataques repetidos de oclusion vascular e infartos.*

3.3.1. Manifestaciones clinicas

Aunque la enfermedad puede afectar a drganos y sistema, en los nifios se caracteriza por
crisis repetitivas e infecciones, mientras los adultos empiezan a sufrir los efectos crdnicos de
los sucesos precedentes con dafio estructural u organico. Un efecto notable en los nifios es el
retardo marcado en el crecimiento corporal. La expectativa de vida se afecta debido las crisis

vasooclusivas.”® (Figura 10).

> Crisis vasooclusivas. Son las mas comunes, muy dolorosas, afectan sobre todo los
huesos y los musculos, se pueden iniciar muy temprano en la vida (sindrome mano-
pie) por compromiso de los huesos de estas extremidades. En el caso de huesos, a

veces es muy dificil distinguir de la osteomielitis.*°

> Crisis de secuestracion. En los nifios pequefios homocigotos puede haber
acumulacién masiva de sangre en el bazo, con estados de hipovolemia aguda. Estos
fenémenos pueden ser repetitivos.™

> Crisis apldsica. Consiste en una paralisis temporal de la produccién eritroide, casi
siempre asociada con infecciones, con disminucidn de la hemoglobina. >6

> Infecciones. Son la causa principal de muerte; el problema es mas grave entre mas
pequefio es el nifio, en especial por debajo de 5 afos. El suero es deficiente en la
actividad opsdnica relacionada con la via de la properdina, que es especifica para la

. . 2
fagocitosis de pneumococos.>
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> Dafios orgdnicos. Todos los drganos y sistemas se afectaran con el tiempo. En el
corazdn se presentan soplos de diversa magnitud, dilatacién cardiaca y

cardiomegalia.’

» En el sistema urinario hay hipostenuria con disminucién de la capacidad de
concentracion de la orina desde muy temprano en la vida, con pérdida de agua; la

hematuria es comun puede haber sindrome nefrético y al final insuficiencia renal.*®

> En el sistema hepatobiliar hay calculos de bilirrubina que progresan con la edad y se
pueden descubrir en forma precoz con ultrasonido. Puede haber episodios oclusivos
intrahepaticos y dafio hepatico.*

> En los ojos se presenta oclusién de los vasos de la conjuntiva y la retina, también

puede haber desprendimiento retiniano o hemorragia del vitreo.*?

> Las ulceras de las piernas no se presentan en los nifios, pero empiezan a ser un

problema a partir de la adolescencia. *°

» En los oidos hay una frecuencia notable de pérdida auditiva.*®*®

» Los cambios esqueléticos son muy comunes por expansion de la médula ésea, lo que
puede causar deformidades en la cara y el crdneo; ademas, los episodios repetidos de
infarto dseo pueden generar deformidades vertebrales; la necrosis aséptica es

comun.?
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Eritrocito

falciforme

Figura 10. Organos afectados por la anemia falcifome. Tomado de
http://www.fundrepa.organos_afectados.hbS.**

3.4 Hemoglobinopatia S en la poblacién mexicana

En México se ha encontrado una frecuencia variable en individuos mestizos, desde menos de

1% en el centro del pais hasta mas de 14% en las costas. 3

En un estudio se encontrd que de 22 poblaciones indigenas estudiadas, sélo en dos (coras y
chontales) se identificaron portadores de Hb S en 1y 2%, respectivamente. Lo mismo sucede
en los indigenas totonacos, pobladores de la regidon norte de Veracruz y Puebla, en quienes
también se ha informado la misma proporcién de heterocigotos AS, lo que sugiriere que son
el resultado de mestizaje con africanos. En relacidn con los mestizos de la costa de Veracruz,
la frecuencia de hemoglobina S, de 14%, es un poco mayor de lo comunicado en ambas
costas de México, lo que se explica por el mestizaje indigena-caucdsicoafricano con africanos

que llegaron a México en la época de la Colonia. 4
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Actualmente se ha empleado HPLC para la deteccion de hemoglobina S, sin embargo la
electroforesis confirma esta hemoglobinopatia, asi como también la prueba de induccidn de
drepanocitos y la observacion del frotis sanguineo.*® A continuacidn se presentan las pruebas

para la identificacién de Hb S.

3.5.1 Electroforesis

La electroforesis es el movimiento de moléculas cargadas en un campo eléctrico. Consiste de
un anodo (+) y un catodo (-) separado por acetato de celulosa en el cual migran las moléculas
de hemoglobina. Se considera como el mejor método para separar e identificar
hemoglobinopatias, permite distinguir hemoglobinas normales y anormales. Cabe mencionar
gue a escala analitica, el método electroforético es de alta sensibilidad. Cuando una corriente
eléctrica pasa a través del medio permite que las diferentes fracciones de la hemoglobina
con cargas eléctricas distintas migren a lo largo de la tira a velocidades diferentes. Después,

la tira se retira y se tifie. La cantidad de hemoglobina en cada banda se cuantifica.*®

El protocolo para la electroforesis de hemoglobina implica dos etapas. Inicialmente la
electroforesis se lleva a cabo en amortiguadores alcalinos, el acetato de celulosa solia ser
medio de soporte principal, sin embargo, agarosa también produce una separacién rapida de
la Hb A, F, Sy C con tiempo de preparacién minimo. Sin embargo, debido a la similitud
electroforética de muchas hemoglobinas estructuralmente diferentes, la evaluacién debe ser
complementada por electroforesis con agar citrato la cual mide una propiedad distinta de la

carga eléctrica.”’
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El procedimiento de electroforesis alcalina requiere cantidades minimas de hemolizado y

proporciona una mejor separacion para la presencia de hemoglobinas anormales, tales como

la Hb Sy Hb C. Es importante sefalar que las hemoglobinas C, D y S migran con el mismo

patron en acetato de celulosa y es necesario repetirla a un pH alcalino.*® (Figuras 11y 12).

A

Figura 11. Electroforesis a pH alcalino. 1.Hb AA; 2. Hb AS; 3. Hb AC; 4.Hb SC; 5.
6. Hb S/beta mas talasemia. Tomado de Antoniazzo Z. (2002).?’

S/D...
Ay/C

Hb SS;
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Figura 12. Electroforesis a pH acido. 1. Hb AA; 2. Hb AS; 3. Hb AC; 4. Hb SC; 5. Hb SS;
6. Hb AD: 7. HbS/beta mas talasemia: 8. Hb A Lepore. Tomado de Antoniazzo Z (2002).>

En la electroforesis, los pacientes heterocigotos tiene alrededor de un 40% de Hb S y un 60%

0 mas de Hb A. En pacientes homocigotos con Hb S, la Hb A no esta presente.”’

3.5.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) es ampliamente difundida en los
estudios biolégicos, se basa en los tiempos de retencidon de las moléculas de interés, en este
caso la hemoglobina, sobre una columna de intercambio iénico que es eluida con disolventes

de concentracién salina. *°

Las variantes hemoglobinicas son detectadas en este sistema por variaciones en los tiempos
de retencion en la columna de intercambio idnico. El reporte generado por el equipo, refleja
el porcentaje de hemoglobina glucosilada respecto del total de hemoglobina y los

. . ;. 1
porcentajes en las variantes hemoglobinicas presentes en las muestras respecto del total.’

24



Las muestras se diluyen con el hemolizado especifico/buffer y se inyecta en la columna
analitica. Las bombas ofrecen un gradiente de tampdn programado de fuerza idnica creciente

en la columna, donde las fracciones de hemoglobina se separan en base a su interaccién

idnica. >2

La separacion de las diferentes fracciones de hemoglobina pasa a través de una celda de
flujo, donde la absorbancia es de 415 nm. El software proporciona la imagen de un
cromatograma en donde se observan las diferentes fracciones de hemoglobinas, con los

respectivos tiempos de retencién, las areas de los picos y los porcentajes de diversas

fracciones de la hemoglobina. >3 (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma donde se ilustra la presencia de un heterocigoto
a Hb S. Tomado de Bravo U. (2004).%°
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3.5.3 Induccién de drepanocitos

La induccién de drepanocitos se realiza con metabisulfito de sodio (Na,S,03) al 2% es un
agente reductor fuerte y desoxigena el oxigeno presente en la hemoglobina. Cuando se
exponen eritrocitos que contienen Hb S a esta sustancia, adquieren la forma de media luna y

la induccidn es positiva.™® (Figura 14).

Figura 14. Drepanocitos inducidos in vitro por desoxigenacién. Tomado de Duarte (2008)*

3.5.4 Biometria hematica

En el frotis de sangre de pacientes homocigotos (SS) se observan poiquilocitocis, anisocitosis,
células falciformes, punteado basdfilo, cuerpos de Pappenheimer y cuerpos de Howell Jolly.
También se incrementa la hemdlisis y desciende el valor de la hemoglobina y el hematécrito

. . 1
aproximadamente a la mitad del valor normal.**>?

Los pacientes heterocigotos (AS) muestran cifras y morfologia sanguinea normales,

. . Lo 1
presentan anemia normocitica- normocromica. 333
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4. Planteamiento del problema

Mediante HPLC se cuantifica la fraccion A1C, sin embargo, se pueden detectar variantes
hemoglobinicas entre ellas se observa la fraccién que corresponde a la hemoglobina S, que
cuando estd presente se considera una hemoglobinopatia. Los pacientes heterocigotos
pueden desarrollar crisis dolorosas crénicas debido a infartos consecutivos a la oclusién
vascular en numerosos organos, lo cual ocurre porque la Hb S tiende a polimerizarse cuando
hay baja tensién de oxigeno, lo que provoca rigidez de los eritrocitos y tiende a aumentar la
viscosidad sanguinea, con oclusiones vasculares recurrentes y hemdlisis crénica. En los
pacientes homocigotos el cuadro clinico es grave, debido a la hemdlisis extravascular que
presentan y las personas fallecen en los primeros afios de vida si no se tratan de manera

oportuna.

Asi mismo, se realizan otras pruebas de laboratorio utilizadas para determinar la presencia
de Hb S que incluyen un estudio electroforético, induccién de drepanocitos, presencia de
células falciformes en frotis sanguineo, biometria hematica, sin embargo existen pocos
estudios que correlacionan la presencia de Hb S detectada mediante HPLC y electroforesis,

de ahi se planteé la siguiente pregunta de investigacién:

éExistird una correlacién entre la deteccidon de Hb S por cromatografia de liquidos de alta

resolucién (HPLC) y electroforesis en muestras positivas a induccion de drepanocitos?

5. Hipotesis

De acuerdo a la literatura que reporta una correlacién entre la detecciéon de Hb S por HPLC y
electroforesis en un 97%, suponemos que existird una asociacién entre ambos métodos en

muestras positivas a la induccién de drepanocitos.
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6. Objetivos

Determinar por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) la concentracion de Hb S

en muestras sanguineas.

Realizar biometria hematica, induccidén de drepanocitosis a las muestras que son detectadas

con mas del 30% de Hb S por el método de HPLC.

Correlacionar el método de HPLC y el de electroforesis en muestras positivas a la induccién

de drepanocitos para la presencia de Hb S.

7. Material y método

7.1 Tipo de estudio

Se llevd a cabo un estudio descriptivo, observacional y transversal. Se evaluaron 150
muestras de sangre de pacientes que llegaron al laboratorio de referencia internacional
Carpermor para la determinacién de la fraccion A1C, las cuales presentaban la regién de Hb S

sefialada en el cromatograma.

A las 150 muestras detectadas con Hb S por el método de HPLC, se les realizd la induccién de
drepanocitos y biometria hematica. Se seleccionaron 60 muestras para ser procesadas

mediante electroforesis, posteriormente se realizé la correlacidon en ambos métodos.

7.1.1 Criterio de inclusion.

Muestras de sangre de pacientes que llegan para la determinacién de Hb A1C, detectados

con mas de 30% de Hb S.

7.1.2 Criterio de exclusion.

Muestras de sangre de pacientes que no son detectadas con Hb S.
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7.2 Variable

Dependiente
* % Hemoglobina S
Independiente

#* HPLC
#* Electroforesis

7.3 Diseino estadistico

Los datos fueron analizados utilizando medidas descriptivas de los datos cuantitativos, para
la correlacion se empled prueba de Pearson con una p<0.05 (95% de confianza) mediante el

programa estadistico SPSS version 15.0.
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8. Procedimiento

> Determinacién de Alc mediante HPLC

Para la cuantificacidn de la fraccion Alc se empled el equipo Variant |l Turbo certificado ante
la NGSP (Nacional Glycohemoglobin Standadization Program), el cual tiene una metodologia
de HPLC. Se utilizaron dos niveles de controles Lyphocheck control 1, Lyphocheck control 2
de la marca Bio-Rad. Se separaron las muestras que en el cromatograma se detectaba la

presencia de Hb S sefialada como S-window.
» Realizacion de biometria hematica

La biometria hemadtica se realizd en un equipo automatizado Celldyn 3700 y ADVIA 120.
Antes de procesar las muestras se pasaron los controles de los tres niveles (alto, normal y
bajo). Si los resultados de los controles fueron satisfactorios se procesaron las muestras de lo

contrario se repite el analisis de control de calidad.
» Lectura de frotis sanguineo

En un portaobjetos se colocd una pequeiia gota de sangre, se realizé el extendido con otro
portaobjetos, posteriormente se tiné la preparacién con el colorante de Wrigth, se observo al

microscopio la morfologia de los eritrocitos.
» Induccién de drepanocitos

Se preparé metabisulfito de sodio al 2%, posteriormente se colocd una pequeiia gota de
sangre en un portaobjetos. Se mezcld bien y se colocéd un cubreobjetos, tratando de que no
se formen burbujas. El exceso de sangre se elimind con papel, ejerciendo una suave presion
sobre el cubreobjetos. Se sellaron los bordes con cera, posteriormente la preparacion se
observé después de dejar reaccionar la gota de sangre con el metabisulfito de sodio entre 20

a 30 minutos en el microscopio utilizando aumento de 100 X.
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> Electroforesis

Se centrifugd la sangre anticoagulada (EDTA) durante 10 minutos. Se separd el plasma del
paquete eritrocitario, después se lavaron las células 3 veces con solucién salina.
Posteriormente se prepararon los hemolizados mezclando 10 ul de muestra con 100 ul de
reactivo hemolizado. Se agitd durante 15 segundos. Se colocaron las muestras en los pozos
del gel, es fundamental realizar este paso sin que haya contaminaciones cruzadas entre los
distintos pozos. Posteriormente se llend la cdmara con el amortiguador de corrida. Se colocé
el gel en la cdmara y se realizé el corrimiento de las muestras a 200 V (voltaje constante)
hasta que el azul de bromofenol llegue casi al borde inferior del gel (aproximadamente 60

min).

Se realizé una electroforesis en tampdn alcalino sobre la placa de acetato de celulosa, para
permitir una mayor separacion de la Hb A, F, Sy C. Después, una electroforesis en tampén

acido con soporte de agar citrato.
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9. Resultados

Este estudio se realizd en el laboratorio Carpermor en donde llega una gran cantidad de

muestras sanguineas para la cuantificacién de la hemoglobina glucosilada (Alc). Cabe

mencionar que al cuantificar la fraccion Alc, en algunas muestras se observd la presencia de

Hb S sefialada en el cromatograma, de las cuales se tomaron 150 muestras.

En las 150 muestras analizadas mediante HPLC se encontrd la presencia de Hb S seifalada en

el cromatograma como S-window, a las cuales se realizé induccién de drepanocitos,

biometria hematica y 60 muestras se procesaron mediante electroforesis. En la figura 15 se

observan las diferentes fracciones de la hemoglobina como la Hb A, Hb Ala, Hb Alb, Hb Alc

y Hb F. Asi como también el porcentaje cuantificado de cada una y tiempo de retencién

presentes en cada fraccidn. Es importante sefialar que este cromatograma corresponde a un

paciente heterocigoto a Hb S.

Fraccion % Area

Tiempo de retencion

(min)
Ala 0.5 0.156
Alb 1.1 0.187
F 0.5 0.263
Alc 5.6 0.496
A 60.3 0.821
S-Window 334 0.916
200 4——
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Figura 15. Fracciones de hemoglobinas observadas en el

cromatograma obtenido por HPLC.

1.50
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De las 150 inducciones realizadas se obtuvo 13.4% de inducciones negativas y 86.6%
inducciones positivas. Asimismo, 64 correspondieron al sexo femenino y 66 al sexo
masculino. En las inducciones negativas, 10 fueron del sexo femenino y 10 del masculino. En

la figura 16 se observa induccién positiva.

Figura 16. Induccion de drepanocitos positiva

En el cuadro 5 se presentan los valores promedios y desviacion estandar de la concentracion

de Hb S detectados en HPLC y electroforesis.

Cuadro 5. Medias de Hb S en ambos métodos.

HPLC Electroforesis
Media + DE Media * DE
Hemoglobina S 37.7+1.8 41.7+£1.7
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En la figura 17 se observa los porcentajes cuantificados de Hb S empleando HPLC,

es

importante sefalar que solo una muestra presentd un porcentaje alto de 73.2 % de Hb S, en

este sentido, se trata de una paciente homocigota a esta hemoglobinopatia. Asimismo de las

150 muestras analizadas, 149 son pacientes heterocigotos presentaron media de

37.7+1.8deHbS.

Porcentaje de Hb S detectados mediante HPLC

% Hb S
80 -

70 A

60 -

N/
w0 "&%%”‘W w0

30 -

10 +

Edad

Figura 17. Porcentajes de Hb S en las 150 muestras detectados mediante HPLC
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En la figura 18 se presenta una grafica de las 60 muestras procesadas mediante HPLC y

electroforesis, como se puede observar existen variaciones de los porcentajes de Hb S en

ambos métodos, es decir el porcentaje de Hb S es mayor utilizando electroforesis.
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Figura 18. Grafica de los porcentajes de Hb S en las 60 muestras procesadas en ambos métodos.

35




En el cuadro 6 se muestran la media y desviacién estandar (DE) de los parametros
hematoldgicos de pacientes heterocigotos, clasificados en mujeres y hombres. Cabe sefialar

gue no existe variacion con respecto a los valores de referencia en cada parametro.

Cuadro 6. Pardmetros hematoldgicos de pacientes heterocigotos.

HETEROCIGOTOS

MUJERES HOMBRES

Parametros MediazDE Media+DE RANGO
Eritrocitos millones/uL 4.95+0.6 4.97+0.6 4.50-5.20
HGB g/dL 14.6%1.8 14.6+1.8 12.0-16.0

HCT % 44.314.8 44.6%4.8 37-47
MCV fL 9046 9046 78.0-99.0
HCM pg 31.6%2 31.742 27.0-31.0
CHCM g/dL 33+1.4 33+1.4 32.0-36.0

En el cuadro 7 se presentan los valores de los pardmetros hematoldgicos de la paciente

homocigota.

Cuadro 7. Resultado de la biometria de la paciente homocigota

HOMOCIGOTO
. MUIJER
Parametros
RESULTADO RANGO

Eritrocitos millones/uL 2.55 4.50-5.20
HGB g/dL 10.1 12.0-16.0

HCT % 30.5 37-47
MCV fL 120 78.0-99.0
HCM pg 39.5 27.0-31.0
CHCM g/dL 33 32.0-36.0
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Después de realizar la biometria hematica a todas las muestras detectadas en HPLC con Hb S,

se les realizé la observacidn de frotis.

En la observacion de frotis sanguineo de pacientes heterocigotos, algunos presentaron

hipocromia y microcitocis.

Al paciente femenino fue remitida por el médico, para la determinacién de biometria
hemadtica y Hb Alc. Como se menciond anteriormente el porcentaje de Hb S detectado fue
de 73.2%, no se pudo cuantificar la fracciéon Alc, debido a la alta concentracién de Hb S
detectada. En el frotis de sangre se observaron poiquilocitosis, abundante basofilia difusa,
abundantes células falciformes, 18% de eritroblastos y presentd 10% de reticulocitos. (Figura

19).

La induccion de drepanocitos fue positiva.

Figura 19. Frotis de paciente homocigotaa Hb S
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En las 60 muestras procesadas mediante electroforesis, todas presentaron el pico

caracteristico de Hb S.

El porcentaje cuantificado de Hb S en las 60 muestras se encontré una media de 41.7 + 1.7.
En la figura 20 se observa el resultado de electroforesis de un paciente heterocigoto a Hb S,
se realizé el corrimiento a pH alcalino, el porcentaje cuantificado de Hb A en esta muestra

fue de 55.2 % y Hb S de 41.8 %. La induccion de drepanocitos fue positiva.

Hb A HbS
Fraccion %
Hb A 55.2
Hb |
Hb S 41.8
Hb A2 3

Figura 20. Electroforesis de paciente heterocigotoa Hb S
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Se realizd la correlacion entre HPLC y electroforesis a 60 muestras, para corroborar la

deteccion de la fraccién de Hb S en HPLC observada en el cromatograma, por lo que se

empled la electroforesis para confirmar la presencia de la hemoglobinopatia. Se obtuvo una

correlaciéon de 36.2 %. (Cuadro 8).

Cuadro 8. Correlacion en ambos métodos

HPLC Electroforesis
HPLC Correlacién de Pearson 1 .362
Sig. (bilateral) .004
N 60 60
Electroforesis Correlacion de Pearson .362 1
Sig. (bilateral) .004
N 60 60

La correlacion que se obtuvo fue menor, debido a que hay dispersion en los datos, como se

puede observar en la figura 21, sin embargo existe asociacion en ambos métodos para la

cuantificacion de Hb S.
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Figura 21. Grafica de correlacién en ambos métodos.
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10. Discusion

Existen pruebas cualitativas y cuantitativas que permiten la deteccién de Hb S, entre ellos se
encuentran la prueba de induccidn de drepanocitos, pruebas de solubilidad, la electroforesis

y HPLC.

El HPLC ha sido empleado para la deteccion de variantes hemoglobinicas. Entre ellos puede
mencionarse a Joutovsky et al’!, quienes reportan el estudio de 60 000 muestras de
hemoglobina mediante HPLC, con electroforesis acida y alcalina, enfoque isoeléctrico e
incluso estudios de ADN, concluyeron que la proporcion detectada de Hb S respecto a la
hemoglobina total, constituye informaciéon suficiente para la identificacién de

hemoglobinopatias como la Hb S.

En este estudio se empled método de HPLC, para la determinacién de hemoglobina
glucosilada y en su reporte final aparecid un desglose de las diferentes fracciones de
hemoglobina presentes en cada muestra, representdndolas en un cromatograma, de ahi se
observé la presencia de la hemoglobina anormal como la hemoglobina S, sefialada como S-

window, presentada en la figura 15.

Cuando se realizaron las inducciones de drepanocitos, se observd que los eritrocitos
adquirian la forma de media luna, debido a que perdian el oxigeno mediante el metabisulfito
de sodio, se dejo reaccionar entre 20 a 30 minutos, la deformacién de los eritrocitos indico
induccién positiva. Ferguson et al*> afirman que la hipoxemia deforma los eritrocitos en
media luna, el fendmeno de drepanocitosis puede provocarse in vitro mediante induccién de
drepanocitos, es util ya que los eritrocitos son sometidos a un agente reductor, en un medio

carente de oxigeno la Hb S se hace menos soluble y se forman los drepanocitos.
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En las inducciones que resultaron negativas probablemente influyé el tiempo para la
deformaciéon de los eritrocitos, debido a que al parecer se requiere un mayor tiempo de
reaccion de la gota de sangre con el metabisulfito, inicialmente las inducciones se deberian
observar después de una hora, sin embargo, Kotila et al”® afirman que hay que observar la

preparacion después de una reaccion de 24 horas.

Las 149 muestras analizadas mediante HPLC se obtuvieron porcentajes de area entre 34 y
42% de Hb S, 48 y 57% de Hb A, con tiempo de retencién entre 0.90 y 0.92. A estos pacientes
se identificaron como heterocigotos. Por otra parte, en un estudio realizado por Vega et af**
encontraron que los pacientes heterocigotos presentaban entre 35% a 45% de Hb Sy Hb A
entre 50-60%. Lo cual indica que mediante la técnica de HPLC es posible la identificacion de

la hemoglobinopatia S.

En los resultados de la biometria hematica de los pacientes heterocigotos, presentaron
valores hematoldgicos normales. En el frotis de sangre de algunos pacientes, se observd
hipocromia y microcitocis, sin embargo, Bustamante et al*> sefialan que en el frotis de sangre
de estos pacientes presentan morfologia eritrocitaria normal. Generalmente estos pacientes
heterocigotos son asintomaticos, pero en circunstancias de hipoxia severa pueden llegar a

presentar crisis vaso-oclusivas.

Dentro de las 150 muestras se obtuvo el resultado de una paciente de 32 afios, la cual se
detectd Hb S con un porcentaje de 73.2%, fue la Unica que presenté este porcentaje alto. Por
otro lado, Vega et al** mencionan que aquéllas muestras detectadas con niveles de Hb S
superiores al 70% son pacientes homocigotos. También Frisancho et al”® refieren que los
sujetos homocigotos poseen alto porcentaje de Hb S, presentan crisis de anemia hemolitica y

fendmenos de oclusion vascular.
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Es importante destacar que Rodak et al> menciona que los homocigotos presentan la
enfermedad de células falciformes, la cual es una anemia hemolitica crénica, cuya

clasificacién morfoldgica es normocitica normocrdomica.

La paciente homocigota presentd 2.55 millones/pul de eritrocitos, 10.1 g/dL de hemoglobina,
hematdcrito de 30.5 %, el RDW de 19.4%. En la observacidn al frotis se encontrd: hipocromia,
anisocitosis con microcitos y macrocitos, poiquilocitosis, células falciformes, punteado
baséfilo, basofilia difusa y presencia de eritroblastos. Asi mismo, Ferguson et al*> realizaron
el frotis de un paciente homocigoto a Hb S, observaron alteraciones de la serie roja como
hipocromia, poiquilocitosis, microcitocis y abundantes drepanocitos. Lo cual indica que
mediante la lectura de frotis sanguineo es posible observar las anormalidades eritrocitarias

que son caracteristicos a una hemoglobinopatia.

Cabe mencionar que Antoniazzo et al”’ sefialan gue los pacientes homocigotos a Hb S
carecen de cadenas polipeptidicas beta normales, por lo que no tienen Hb A. Sin embargo, a
la paciente homocigota no se pudo cuantificar la fraccion de A1C debido a que no presenta
Hb A. Esto es a que dentro de la Hb A se encuentran las tres diferentes fracciones: la Ala,

Alb y Alc, siendo esta ultima la importante para el seguimiento de la diabetes.

Sefialan Pefialoza et al*® que la electroforesis alcalina es el primer paso para el diagndstico
definitivo de las hemoglobinopatias, debido a que algunas hemoglobinas presentan los
mismos patrones de movilidad electroforética. Todas las hemoglobinas que muestran un
patron electroforético anormal a pH alcalino deben someterse a pH acido para identificacion

definitiva.
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De las 150 muestras detectadas en HPLC, 60 muestras se procesaron mediante
electroforesis, en la grafica de electroforesis de estas muestras se observaron el pico

caracteristico de Hb S, la media cuantificada de los porcentajes de Hb S fue entre 41.7 £ 1.7.

Se realizé la correlacién de 60 muestras analizadas mediante HPLC y electroforesis para
corroborar el dato reportado por Henry et al’®, quienes obtuvieron coeficiente de correlacién
de 0.97, sin embargo, el nimero de pacientes fue de 81. Asimismo los porcentajes de Hb S
cuantificados por ambos métodos oscilan entre 10 y 100%. Por otra parte la correlacién
experimental obtenida fue de 0.36, se obtuvieron porcentajes entre 30% a 50% de Hb S en
los dos métodos. Cabe destacar que estadisticamente el coeficiente de correlacién depende
del rango de valores observados en la muestra y si se incluyen valores extremos el
coeficiente aumenta. La correlacién que se obtuvo fue debida a la gran dispersién que existe

entre los datos.

Es importante mencionar que las muestras detectadas con Hb S mediante HPLC, son
muestras de pacientes que llegaron para la determinacién de hemoglobina glicosilada, esta
prueba de laboratorio se emplea para monitorear los niveles de glucosa en el paciente
diabético. En el cromatograma se observd el area de Hb S, asi que éstos pacientes
desconocen que son heterocigotos a Hb S. Ademas de presentar diabetes se complica aun
mas su estado de salud, porque al ser heterocigotos a Hb S, cuando son sometidos a baja
concentracion de oxigeno los eritrocitos se deforman y ocasionan crisis vasoclusivas,

llegando afectar diversos drganos.
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11. Conclusion

Hipotesis

De acuerdo a la literatura que reporta una correlacion entre HPLC y electroforesis de 97%,
suponemos que existird una asociacion en ambos métodos en muestras positivas a la

induccidn de drepanocitos.

Conclusion

La correlaciédn que se encontrdé ente electroforesis y HPLC fue del 36.2 %, asimismo se
observé una asociacidon con la induccién de drepanocitos, reforzando el diagndstico de la
hemoglobinopatia S. Cabe destacar que empleando HPLC nos permite determinar la

presencia de Hb S.
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12. Sugerencia

» Se recomienda emplear inducciéon de drepanocitos con un tiempo mas prolongado,

en aquellas muestras que resultan negativas a la induccidn.
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