LAS HEMOGLOBINAS
HUMANAS

LA HEMOGLOBINA
Craupio CARIZARES PrOANO* UNAM.

I. METODOS
DE LABORATORIO

LAS ALTERACIONES caracterizadas por
la presencia de una hemoglobina
anormal han adquirido importancia en los dltimos afios. Conocer este ti-
po de problemas ya no es s6lo incumbencia del especialista, sino también
del médico general. Los que practican la clinica no hematolbgica desco-
nocen en mucho este tipo de problemas médicos. Las alteraciones dc
la estructura quimica de la hemoglobina estin ligadas frecuentemente
con la anemia o la cianosis.

En México se han descrito hasta la fecha dos hemoglobinopatias. La
primera, estudiada por Lisker y colaboradores, en el Instituto de Enfer-
medades de la Nutricién, consiste en una hemoglobinopatia debida a la
presencia de una hemoglobina anormal llamada México. Esta hemoglo-
bina presenta una movilidad mayor que la normal (hemoglobina A) en
la electroforesis. Fue encontrada por medio de un estudio de poblacion

en una familia indigena del estado de Puebla. Su presencia no causaba
sintoma alguno?®.

La segunda fue encontrada por nosotros y la llamamos hemoglobina
UNAM. Fue estudiada en una familia mestiza mexicana. Esta hemo-
globina tiene una movilidad menor que la normal (hemoglobina A) en
la electroforesis. La presencia de la hemoglobinopatia UNAM. ha sido
causa de que algunos de los miembros de la familia afectada presenten
crisis de anemia hemolitica*.

* Investigador. Instituto de Estudios Médicos y Biologicos.
Hemat6logo. Sanatorio de la Secretaria de Hacienda y Crédito Pdblico.
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CARACTERISTICAS NORMALES

La hemoglobina estd formada por dos hemimoléculas exactamente
iguales entre si. Cada una de las hemimoléculas tiene una parte proteinica
o globina y una parte porfirinica o hem. La parte globinica es la que
puede cambiar, dando lo que se llama una hemoglobina anormal.

La parte proteica o globina de la hemimolécula estd formada por
dos cadenas diferentes de aminoacidos. A cada una de estas cadenas va
unido un nucleo porfirinico o hem.

Cada ntcleo porfirinico se forma a base de cuatro nicleos pirréticos
y lleva un atomo de hierro, el cual tiene libres dos valencias que sirven
para unirse con la parte proteica por un lado y con el oxigeno por el
otro.

Resumiendo, podemos decir que la molécula de la hemoglobina tiene
cuatro cadenas proteicas y cuatro nicleos porfirinicos repartidos en dos
hemimoléculas idénticas entre si. |
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Figura 1

Esquema tridimensional de la estructura de la hemoglobina humana.
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En cualquier persona sana existen normalmente tres tipos de hemo-
globinas diferentes entre si, por tener diferentes partes globinicas. Estas
hemoglobinas son llamadas A, F y As. '

La hemoglobina A es la principal de todas y constituye después del
nacimiento el 97 por ceinto del total. No existe durante la vida fetal.

La hemoglobina I representa después del nacimiento el 2 por ciento,
aunque durante la vida fetal es la Gnica presente.

La hemoglobina A, existe tinicamente después del nacimiento y
constituye el 1 por ciento del total.

Cada una de estas hemoglobinas se presenta normalmente en el ser
humano en las proporciones citadas. Hemos dicho que se diferencian
entre si por tener distintas partes globinicas; por tanto, tienen diferentes
tipos de cadenas proteicas.

La hemoglobina A tiene dos cadenasa y dos cadenasp.
La hemoglobina F tiene dos cadenase y dos cadenasy.
La hemoglobina A, tiene dos cadenase y dos cadenass.

Las cadenas proteicas estdn formadas por aminoacidos arreglados
en una secuencia lineal. La secuencia de aminodcidos es distinta para
cada una de las diferentes cadenas.

El hecho de que estas tres hemoglobinas normales sean de diferente
estructura proteica hace que tengan también distinto comportamiento
bioquimico, especialmente en lo relacionado con sus caracteristicas elec-
troforéticas y cromatograficas.

CARACTERISTICAS ANORMALES

Existen personas que presentan hemoglobinas en las cuales cierto
aminoacido de alguna de las cadenas ha sido cambiado por otro que
normalmente no debe estar en ese lugar. En estos casos la estructura
quimica de la hemoglobina cambiard y serd diferente al ser comparada
con las normales. A estas personas se las describe como poseedoras de
una hemoglobina anormal.

El cambio puede ser atin mds radical y la persona puede presentar
determinada hemoglobina que carezca de toda una cadena, teniendo en-
tonces cuatro cadenas idénticas. Estas personas tendrin hemoglobinas
con cuatro cadenase, B8, y 6 §7, 24, 28, 37, 1.a hemoglobina con estas ca-
racteristicas tendra también comportamiento bioquimico diferente al
normal.
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Finalmente existe un tercer grupo de personas en las cuales no
existe una hemoglobina anommal. En estos casos, lo que ha pasado es
que el porcentaje de las diferentes hemoglobinas normales estd alterado,
debido a un aumento notable de las hemoglobinas I o A..

PrueBAs Que sE UsAN EN EL ESTUDIO DE LAS HEMOGLOBINAS

Veamos ahora en forma suscinta los métodos que se usan para
determinar las caracteristicas bioquimicas que puede tener una hemo-
globina?, 3, 6, 12 18 20 21 23 25 Qe ysan principalmente los siguientes:

1. Electroforesis. El mas usado (método de rutina) es la electro-
foresis en papel del hemolizado de glébulos rojos.

2. Cromatografia. De estos métodos el mas usado y til es la
cromatografia en una resina de intercambio idnico (amberlita IRC
50) del hemolizado de glébulos rojos.

3. Pruebas quimicas especiales. De estas pruebas las mas impor-
tantes son: la resistencia del hemolizade a la accién de los dlcalis y la
prueba de la solubilidad de la ferrchemoglobina hecha con el hemolizado
de glébulos rojos.

4. Prueba de la “huella digital”. En esta prueba se somete el
hemolizado a la accién de una enzima proteolitica como la tripsina y
luego con ese hemolizado se hace cromatografia en una direccién y elec-
troforesis en la otra, usando papel; se obtienc un patrén bidimensional
de péptidos, al que se denomina “huella digital”.

5. Examen de cadenas y aminodcidos.

Veamos €l comportamiento dc las diferentes hemoglobinas normales
y anormales en cada una de las pruebas mencionadas:

1. Electroforesis. Existen diferentes medios electroforéticos que
pueden ser usados: papel, gel de almidén, bloque de almidén, gel de
agar y el de acrilamida. La movilidad que presentan las diversas hemoglo-
binas dependera principalmente del pH, del amortiguador usado y, en
forma secundaria, del medio que s¢ emplee. Ordinariamente se usa la
electroforesis a un pH alcalino (8.6). La movilidad de las hemoglo-
binas en la electroforesis a un pH alcalino es diferente para los diversos
tipos existentes. Esta movilidad diferente es un poco mas clara si se
usan geles (almidén, agar, acrilamida). A continuacién ofrecemos un
esquema explicativo del comportamiento de las diversas hemoglobinas
descritas.
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Figura 2

Hemos comprobado que la mejor electroforesis es la del gel de
acrilamida; da una separacién clara aun de las hemoglobinas ¥ y A,.
En este tipo de estudio vemos que la hemoglobina UNAM, tiene una
movilidad semejante a la de la hemoglobina ¥, es decir ligeramente
anodica si se toma como punto de comparacién a la hemoglobina A.

2. Cromatografia. El método cromatografico es un segundo paso
en este tipo de estudios. En general se puede decir que la cromatografia
es un medio muy sensible para obtener la separacién de las diferentes
hemoglobinas, pero sobre todo es wtil para recuperar las fracciones
separadas.

Para cromatografia se usan principalmente dos medios: amberlita
y metilcelulosa. Se pueden utilizar eluyentes de diversos tipos (fosfatos,
citratos) y a diferentes valores de pH (alcalino, 4cido). A continuacién
presentamos el esquema de la separacién que se obtiene de las diferentes
hemoglobinas en cromatografia.
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Figura 3

En el estudio cromatografico la hemoglobina UNAM, sigue teniendo
un comportamiento semejante a la hemoglobina F, siendo de movili-
dad ripida si es comparada con la hemoglobina A.

3. Pruebas quimicas especiales. Hemos dicho que se usan bisica-
mente dos: resistencia a los 4lcalis y solubilidad de la ferrohemoglobina:
La primera sirve para diferenciar las hemoglobinas de tipo fetal, princi-
palmente la F, de las otras; ya que las hemoglobinas fetales son resis-
tentes a la acciéon de los 4lcalis, mientras que €l resto no lo son. En
este caso ya se establece la diferencia entre hemoglobina F y UNAM,
ya que esta tltima no es resistente a la accién de los alcalis.

La segunda sirve para diferenciar las hemoglobinas S y C de las
otras. Estas hemoglobinas tienen componentes ferrchemoglobinicos que
son poco solubles, mientras que el resto de hemoglobinas los tienen muy
solubles. |

4. Método de la “huella digital”’. Por medio de este método estu-
diamos el comportamiento bidimensional (electroforesis y cromatografia)
que tienen los péptidos de cada una de las diferentes hemoglobinas.
Los patrones de péptidos que se obtienen por medio de este método
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usando papel son diferentes, en general, para las diversas hemoglobinas;
asi se ha llegado a precisar que aunque una hemoglobina tenga la misma
movilidad electroforética y cromatografica que otra, puede presentar
diferente patrén de péptidos y ser por tanto diferente. A continuacién
damos una lista de hemoglobinas con comportamiento electroforético y
cromatogrifico de grupo semejante, pero con “huella digital” diferente:

Hemoglobinas del grupo C: C;, Georgetown.

Hemoglobinas del grupo D: D,, Punjab, Cyprus, Portugal, Chica-
go.

Hemoglobinas del grupo G: Philadelphia, Ibadan, Azuakoli,
Bristol, Chinese, Honolulii, Hong-
kong, Accra, San José.

Hemoglobinas del grupo J: "JIHWI_T:did, Madlaya, Trinidad, Ireland.
Hemoglobinas del grupo K: Madras, Calcuta.

Hemoglobinas del grupo O: Indonesia, Tel Hashomen

En lo que se relaciona al método de la “huella digital”, hemos usado
un procedimiento modificado como cs el de la cromatografia bidimensio-
nal en papel. Hemos encontrado que la hemoglobina UNAM, presenta
un patrén de péptidos diferente al de la hemoglobina A.

. 5. Método para estudiar cadenas y aminodcidos alterados. Se basa
en procedimientos bioquimicos complicados. Este tipo de estudio los es-
tamos llevando a cabo con respeto a la hemoglobina UNAM, para deter-
minar en cudl de las cadenas estd la alteraciéon y cuil es el aminodcido
cambiado.

ALTERACIONES QUE PRODUCE 1A PRESENCIA DE UNA HEMOGLOBINA
ANORMAL

Una hemoglobinopatia puede encontrarse sin presentar sintoma algu-
no. La mayoria de las hemoglobinas anormales han sido encontradas por
estudio de poblacién y han estado presentes en personas enteramente
sanas. En éstas la hemoglobinopatia no caus6é ninguna alteracién?, 5, 8, °,

10 11 14 35 17 19 22 27 30 31 32 33 35 36 38
» 4 b 7 ? » ’ b » .
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Existen otras hemoglobinopatias en las cuales la presencia de una
alteracién globinica de la molécula afecta en tal forma la bioquimica
celular que produce mayor fragilidad de los eritrocitos, causando anemia
por hemolisis exagerada. En algunas personas, como aquellas con hemo-
globinopatias S, C y F, los sintomas anémicos pueden ser tan importantes
que la persona puede morir por una crisis de desglobulinizaci6n.

En otras personas la alteracién celular bioquimica causada por la
hemoglobina anormal es de tal naturaleza que puede determinar que
la hemoglobina forme un compuesto estable, causando cianosis. Este es
el caso de las metahemoglobinemias congénitas. Hay que insistir en este
punto; no todas las cianosis en la primera infancia son causadas por una
cardiopatia. Algunas de ellas pueden deberse a una hemoglobinopatia del
tipo de la metahemoglobinemial?, 16, 29 34,

En el caso de la hemoglobina UNAM, las personas afectadas pre-
sentaban anemia hemolitica.

CoNCLUSION

Por lo antes expuesto creo que nos podemos dar cuenta de que las
hemoglobinopatias ocupan un lugar importante en la clinica v repre-
sentan un capitulo de trascendencia en la investigacién. México ha con-
tribuido en forma importante a este tipo de estudios.

En este trabajo se presentan ademds algunas de las caracteristicas
bioquimicas de la hemoglobina UNAM.

ResumMeN

Se presentan en forma muy suscinta las principales bases en el estu-
dio de las hemoglobinopatias y sus relaciones con la clinica, describiendo
el comportamiento bioquimico de la hemoglobina UNAM.

SUMMARY

Different laboratory techniques are used in the identification of
human hemoglobins. We describe each one of them, specially in rela-
tion to UNAM, hemoglobin. This new abnormal hemoglobin has an
electrophoretic and chromatographic behavior similar to the one of
hemoglobin F, but different from it in the alkaline denaturation test.
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We point out the importance of the acrylamid gel electrophoresis
because we believe it is the best electrophoretic procedure for the iden-
tification of hemoglobins. It even gives a good separation of hemoglobins
F and A, which is difficult to obtain with other electrophoretic methods.
It also clearly identifies hemoglobin A,.
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