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RESUMEN

Se ensay6 una nueva técnica macrocromatografica en carboximetilcelulosa y amortiguador
imidazol-HCI-KCN-NaCl a pH 6,7. La técnica es confiable y exacta para la separacién y
cuantificacion de hemoglobina A, en individuos portadores de hemoglobina AC, C(3
talasemia, hemoglobina AS y hemoglobina SC, lo cual es en muchos casos de interés
clinico. También se detectd una variante de hemoglobina A, en una embarazada portadora
de hemoglobina AC y un gen [3 talasémico en Cis con el gen para la hemoglobina C.

Descriptores DeCS: CROMATOGRAFIA/métodos; HEMOGLOBINA A /anilisis; HE-

MOGLOBINA C/anélisis.

El diagndstico de las {3 talasemias ha
sido bien establecido y estudiado en
individuos portadores de hemoglobi-
na AS (HbAS) mediante la cuantificacion
de la hemoglobina A, (HbA,) por macro y
microcromatografia.!> En cambio, en los
portadores de la hemoglobina AC (HbAC),
la cuantificacion de la HbA, resulta muy
dificil, porque ambas hemoglobinas
coeluyen en la mayoria de los métodos
cromatograficos, excepto la cromatografia
de alta presion liquida® y la utilizacion de
un gradiente de pH en carboximetilcelulosa
(CM-52) con amortiguador fosfato.* Tam-
bién los métodos electroforéticos resultan
inefectivos para separar la hemoglobina
C (HbC) de la HbA .
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Tomando en consideracién nuestras
condiciones técnicas en el laboratorio de-
cidimos ensayar la cromatografia de
Abraham y otros* a escala micro para cuan-
tificar la HbA, en individuos que contie-
nen HbC en sus eritrocitos, pero nuestro
intento fue ineficaz porque la técnica fue
muy sensible a los cambios de pH. Por
esta razon ensayamos otros sistemas amor-
tiguadores utilizando carboximetilcelulosa
(CM-52) para encontrar una técnica
macrocromatografica que fuera aplicable
posteriormente a escala micro. El sistema
imidazol-HCI-KCN-NacCl resultd ser ido-
neo. Los resultados obtenidos mediante
macrocromatografia a 20 muestras de san-
gre portadoras de HbAC son el motivo de
este informe.



METODOS

Se determind la concentracién porcen-
tual de HbA, a 20 muestras de sangre, pro-
venientes de las embarazadas heterocigd-
ticas con HbA y C detectadas en el
pesquisaje que se realiza en nuestro labo-
ratorio, para la prevencion de la anemia
por hematies falciformes. De estas mues-
tras, una result6 ser portadora de f3
talasemia y otra tuvo una [3 talasemia mas
una variante de HbA .

Todos nuestros resultados fueron co-
rroborados por cromatografia en CM-ce-
lulosa CM-52, con un gradiente de pH se-
gin Abraham y otros.*

Nuestra cromatografia se ensayo tam-
bién con un hemolizado de un heterocigé-
tico para la HbS y C y con otro que conte-
nia HbAS.

Para la cromatografia se prepar6 un
amortiguador inicial que consistié en
imidazol-HCI1 0,02 mol/L, al que se le
afiadi6 KCN al 0,01 % (p/v) y se le ajustd
elpHa6,7.

Se pesaron 80 g de carboximetilcelulo-
sa (CM-52) (Whatman) y la resina se sus-
pendi6 en el amortiguador sélo en canti-
dad suficiente para formar una solucién
semipastosa, ésta se vertié completamente
en una columna cromatografica de vidrio
de 1,6 x 50 cm, se empaquetd bajo pre-
sién y se ajustd a una altura de 25 cm.
Entonces se equilibr6 con el amortiguador
inicial de pH 6,7 a una velocidad de flujo
de 0,5 mL/min. Se diluyeron 40 mg de
hemolizado en 1 mL de amortiguador ini-
cial y se colocd en una bolsa de didlisis.
La dialisis se realiz6 a 4 °C en 250 mL de
amortiguador durante toda la noche.

La solucién dializada del hemolizado
fue aplicada a la superficie superior de la
resina equilibrada y se dejé penetrar por
gravedad.

Se aplicé un gradiente lineal de NaCl
formado al mezclarse 700 mL de amorti-
guador inicial y 700 mL de amortiguador
limitante (imidazol-HCI 0,02 mol/L. KCN
0,01 % (p/v) -NaCl 0,08 mol/L pH 6,7),
con una velocidad de flujo de 0,5 mL/min
durante 36 h.

Se colectaron fracciones de 5 mL y la
densidad Optica se determiné a 415 nm.
Las fracciones correspondientes a cada pico
fueron reunidas y conservadas a -20 °C en
frascos plasticos para comprobar su iden-
tidad fenotipica mediante otras técnicas.>

La obtencién del hemolizado y la
centrifugacion se realiz6 segtin el método
descrito por Schroeder y otros.”

RESULTADOS

La tabla muestra los resultados al apli-
car la prueba t de Student para muestras
apareadas. Al parecer, dado el pequefio
nimero de muestras, no hay diferencia sig-
nificativa entre las 2 técnicas cromatogra-
ficas.

TABLA. Resultados de la cromatografia con amortiguador
imidazol HCI-KCN-NaCl y con amortiguador fosfato*

Media% =2 t t'®

Sistema n . 005

Gradiente salino 20 3,40 240,32 098 2,10
Gradiente pH 20 3,48 242,82

En la figura 1 se presenta el croma-
tograma de una muestra de sangre de una
embarazada heterocigética para el gen 3¢
y un gen [ talasémico, con un valor por-
centual de HbA, de 5,04 %; esto se co-
rrobor6 mediante la técnica de Abraham.
Las concentraciones de HbC y HbA fue-
ron 50(C, + C )y 43 % respectivamente.

235



Las fracciones obtenidas en ésta y las si-
guientes cromatografias fueron concentra-
das y comprobadas por electroforesis en
gel de almidén® y por electroenfoque.®

El cromatograma que aparece en la
figura 2 mostré que ademas de la HbA,
HbC , HbC, y la HbA, (2,1 %) hay una
variante de HbA, (3,3 %) que eluyo a una
concentracion salina mds alta, lo que indi-
ca que tiene un punto isoeléctrico mayor
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que el de la HbA, normal. La concentra-
cién de Hb(C, + C)fue 26,7 %.

La cromatografia del hemolizado de
una embarazada con fenotipo SC dio una
buena separacion para las HbA,, HbS,
HbC, y HbC, (fig. 3).

La separacion Optima de la HbA, en
un hemolizado con fenotipo AS requirid
un amortiguador limitante con una concen-
tracion salina menor, la cual fue 0,065 mol/L
de NaCl (fig. 4).
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Fig. 1. Cromatograma de una muestra de sangre hemolizada heterocigdtica para el gen B
talasémico. Amortiguador inicial: imidazol-HCI-0,02 mol/L-KCN 0,01 % (p/v) pH 6,7 amortigua-
dor limitante: imidazol-HC! 0,02, mol/l-KCN 0,01 % (p/v)-NaCl 0,08 mol/L pH 6, 7.
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Fig. 2. Cromatograma de un hemolizado con HBAC y una variante de HbA, . Amortiguador
inicial: imidazol-HCI 0,02 mol/L-KCN 0,01 % (p/v) pH 6, 7. Amortiguador limitante: imidazol-HC!
0,02 mol/L-KCN 0,01 % (p/v)-NaCl 0,08 mol/L pH 6, 7.
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Fig. 3. Cromatograma de un hemolizado con fenotipo HbSC. Amortiguador inicial: imidazol-HC/
0,02 mol/l-KCN 0,01 % (p/v) pH 6,7. Amortiguador limitante: imidazol-HCI 0,02 mol/l-KCN

0,01 % (p/v)-NaCl 0,08 mol/L pH 6,7.
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Fig. 4. Cromatograma de un hemolizado con fenotipo HbAS. Amortiguador inicial: imidazol-HC/
0,02 mol/l-KCN 0,01 % (p/vipH 6,7. Amortiguador limitante: imidazol-HCI 0,02 mol/l-KCN

0,01 % (p/v)-NaCl 0,065 mol/L pH 6,7,

DISCUSION

El anilisis estadistico realizado a nues-
tros resultados (tabla), indica que la
macrocromatografia con amortiguador
imidazol-HCI-KCN-NaCl a pH 6,7 es ade-
cuado para la cuantificacion de la HbA,.
El valor porcentual medio para la HbA,

(X = 3,40 %) fue ligeramente menor que
el obtenido por la cromatografia de
Abraham y otros (X = 3,48 %). Ello
puede deberse a que el efecto de compe-
tencia de los iones cuando se utiliza la se-
paracion por un gradiente salino es mas
eficiente que el que se alcanza por un cam-
bio de pH.
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El resultado mostrado en la figura 1
indica que nuestra técnica es util para la
deteccion de las C/f3 talasemias, pues hay
buena separacion entre todas las fraccio-
nes hemoglobinicas. Esta paciente tuvo
valores bajos de Hb, concentracion de Hb
corpuscular media (CHCM) y hematdcrito
(Hto) que indican una ligera anemia (re-
sultados no mostrados).

La buena resolucion obtenida con el
fenotipo HbAC nos hace pensar que pro-
bablemente otras variantes con sustitucion
de Glu—Lis y movilidad electroforética
aniloga a la HbC a pH alcalino, puedan
ser separadas de la HbA por esta técnica.

Con nuestro sistema amortiguador
pudimos detectar una variante de HbA,
(fig. 2).

La fraccion HbA, + variante tuvo
un valor porcentual total de 5,4 %. La
CHCM en este paciente fue baja, lo que
indica la posible presencia de un gen 3*tal.

La concentracién de HbC fue inferior
al 30 % por lo que consideramos que el gen
[ *tal se encuentra en Cis con el gen para la
HbC. Descartamos la posible presencia de
o talporque la concentracién porcentual to-
tal de HbA, en nuestro paciente fue alta.

Nuestro gradiente salino descrito en
los métodos posibilité la separacion y
cuantificacién de la HbA, en un individuo
portador de HbS y HbC, por lo que la
técnica es recomendable en estos casos
(fig. 3). En cambio, la cuantificacién de

SUMMARY

la HbA, en una muestra con fenotipo
hemoglobinico AS requirié un gradiente
salino limite de 0,065 mol/L para una bue-
na separacion entre las HbA, HbA2 y HbS.
Segun Perutz,® todos los residuos de aci-
do glutamico en las cadenas a y 3 estan
en la superficie de la molécula. Por tan-
to, la sustitucion Glu—Lis (HbS) se
adsorbe menos fuertemente a los gru-
pos carboxilatos de la resina que la sus-
titucién Glu—Lis (HbC), ya que la Lis
facilita el acceso del grupo € amonio
cuaternario a los aniones carboxilatos de
la CM celulosa.

De acuerdo con lo anterior, hay ma-
yor diferencia eléctrica entre 1a HbA y HbC
que entre la HbA y la HbS. Como que la
HbA, en nuestro sistema cromatografico
eluye entre la HbA y la HbS o entre la
HbA y la HbC es preciso un gradiente sa-
lino mas bajo para lograr una mayor reso-
lucion en el caso de los heterocigdticos AS.
Hemos comprobado que nuestro amorti-
guador puede ser utilizado con éxito en la
cuantificacion de HbA, a individuos por-
tadores de HbC por microcromatografia.’

En conclusién, la macrocromatografia
en carboximetilcelulosa con amortiguador
imidazol-HCI-KCN-NaCl a pH 6,7 permite
cuantificar la HbA, a individuos portado-
res de HbAC y HbAS. La técnica posibili-
ta detectar la presencia de [3 talasemia e
incluso variantes de HbA, con exactitud.

A new macrochromatographic technique was assayed in carboxymethylcellulose and damperer iminazole-HCL-
-KCN-NaCL at 6,7 pH. This technique es reliable and exact for A, hemoglobin separation and quantization in
individuals carrier of AC hemoglobin, C Beta-thalasseamia, AS hemoglobin, and SC hemoglobin, whick, in many
cases es of clinical interest. Also, a variant of A, hemoglobin was detected in a pregnant woman carrier of AC
hemoglobin, and a Beta-thalassemic gen in Cis with the gen for C hemoglobin.

Subject headings: CHROMATOGRAPHY/ methods; HEMOGLOBIN A,/ analysis; HEMOGLOBIN C/ analysis.
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