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Este trabajo tiene por objeto determinar algunas caracteristicas
de la sangre del recién nacido en lo que al eritrocito se refiere y
especialmente a las Hemoglobinas. Nos proponemos averiguar si
ciertos valores medios y sus desviaciones dentro de condiciones nor-
males, muestran alguna diferencia regional que pudiera estar vineu-
lada a las variaciones de clima y otros factores que atafien a nuestro
medio geogrifico y social. Pero nos interesa especialmente averiguar
si los rasgos caracteristicos que muestra la sangre en el momento
del nacimiento estin o no en concordancia con otros aspectos biold-
gicos del nifio propios de esta etapa y por lo tanto, el valor que
puedan tener como medio de estimacién de la madurez y la norma-
lidad, wvale deeir si es posible establecer patronos de los wvalores
heméaticos, econ sus logicas variaciones que expresan la situacion
fisiologica del R. N. en este terreno. )

El ecuadro hemitico como es sabido, exhibe caracteres tipicos
en el R. N. que expresan su estado de trinsito entre la situacién
fetal y del lactante, en forma tanto o mas definida que en otros
aspectos de su fisiologia. El ajuste necesario de todas las funciones
para afrontar el nuevo tipo de vida no se cumple en forma armé-
niea y gradual, ademés son propias de esta etapa las amplias dife-
rencias entre distintos individuos lo cual se refleja en el campo
hematolGgico elocuentemente. En el momento del nacimiento en-

(1) Colaboracidén directa.
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econtramos un grupo de hemoglobinas constituidas por dos porciones,
una menor, pero en via de aumento denominada Hemoglobina
Adulta A y sus variantes normales, y otra poreién mayor la fetal F
gque tiende a disminuir paulatinamente. Esta tltima a su vez puede
fraccionarse en dos o tres variedades, segiin distintos autores!? de-
nominadas F,, ', y I'; pero todas ellas con la earacteristica de ser
aleali resistentes. Ademas ha sido sefialado por algunos investiga-
dores!- 1114 ]a presencia en el feto de una Hemoglobina precursora
o embrionaria. Sin embargo con respecto a esta tultima no existe
acuerdo, ya gque otros autores como Masuda Schroeder y Jones!® han
fallado en su intento de encontrarla en fetos en condiciones parecidas
mediante cromatografia y resistencia al dleali observando tnica-
mente la presencia de las F, y Fa.

Es frecuente encontrar diferencias de resultados en la frondosa
literatura que tltimamente se esti acumulando sobre la cuestién que
nos ocupa, dependiendo de los métodos empleados en las distintas
investigaciones. También se debe tener en cuenta ciertos factores
que pueden modificar estos resultados tales como lugar de obtencién
de las muestras, ¥ en nuestro ecaso, oportunidad de la ligadura del
ecordén, anticoagulante empleado y otras condiciones propias del
nifioc eomo la gemelaridad, con fetos transfusores o mno, prema-
turez, ete.

En el presente trabajo eomunicamos los resultados obtenidos en
¢l examen de la sangre del cordén de 60 R. N. en su mayoria de
término a excepeién de 5 casos euyo peso era inferior a 2.500 gs.
Reproducimos asi en la muestra las condiciones habituales de los
nifios que nacen en la maternidad J. F. Moreno, Servicio Publico
que atiende a la poblacién modesta de la Gran Mendoza. Todos
estos niiios eran sanos segiin control posterior. Hemos tomado simul-
tanecamente, o sea inmediatamente después del parto sangre de la
madre por puneién venosa para realizar las mismas determinacio-
nes (20 easos).

Se han establecido los sigunientes datos analiticos, cantidad de
hematies por mm?® Hematocrito, cantidad de hierro en sangre total,
cantidad de Hemoglobina total en gramos por ciento y Proporeién
de Hb Fetal.

Métodos utilizados.—Se ha obtenido sangre de la procedencia
yva indicada recibida en tubo seco y estéril, utilizando como anti-
coagulante la mezela de oxalatos propuesta por Wintrobe.
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Bolucién de Hemoglobina.—=Se lavan los hematies 4 a 5 veces
eon solueién elorurada isoténiea y el compacto de hematies se hemo-
liza luego con dos veeces su volumen de apua destilada agitando
repetidamente el tubo. El hemolizado se somete a centrifugacion
prolongada (5,000 r.p.m.} durante 1 hora a fin de separar con segu-
ridad todo resto de estromas. El liquide sobrenadante es la solueién
a utilizar con una econcentracién aproximada del 109 de la Hb ori-
ginal. Esta solucién puede conservarse en refrigerador entre 0 y 5
grados sin observarse alteraciones al cabo de 24 horas. Siempre que
se examine una muestra de Hb problema deben realizars. parale-
lamente las mismas determinaciones con una Hb normal procedente
de un adulto sano y gue corresponderia a una muestra de Hb A.

Determinacién del Hierro Sanguineo.—Se utilizé para ello el
método de Wong.

Determinacién de Hb Alcali Resistente (Singer y Chernoff).
a) Rvo. alealino. Soluecion 0.1 N de HONa de pH 12.7, se con-

serva en fraseo parafinado y en refrigerador.

b) Solueién precipitante. B00 c.c. de sol. saturada al 509% de
sulfato de amonio més 2 e.c. de ficido clorhidrieo 0.1. N.

Técnica.—Colocar 1.6 ml de Rvo, alealino en un tubo de ensayo
a B. M. ¥ a 20 grados durante unos minutos, agregar 0.10 ml de
la solucién de Hb exactamente medidos, agitar el tubo 10 segundos,
exactamente 1 minuto después de la adicién de la solucién de Hb se
agregan 3.4 ml de la solucién precipitante agitar e invertir el tubo
unas 6 veces y filtrar luego con una hoja doble de papel de filtro.
Testigo. Se prepara con 0.10 ml de la solucién de Hb mas 5 ml de
agua destilada. Medir en el fotocolorimetro la extincién del pro-
blema y del testigo poniendo a cero el aparato con agua destilada.
Tomando como 1009 la extineidén del testigo se caleula el poreen-
taje respecto a este de la extineién del problema el eual corresponde
al poreentaje de Hb dleali resistente.

Electroforesis sobre papel de filtro.—Se han seguido las técenicas
generales utilizadas para electroforesis sobre papel de filtro. Utili-
zando la solucién de Hb preparada en la forma ya indicada para
efectuar la siembra. Paralelamente se ha sembrado otra tira de
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control eon una solueién de Hb normal adulta. Se utilizé la soluecion
buffer de veronal y weronal sddico a pH 8.6 y fuerza ibniea de
0.1 M, con una migracién de 10 horas a un voltaje de 150 volts,
El secado y luego la coloracién final se realizé con solueién de azul
de Bromo fenol.

La lectura de las bandas electroforéticas ya coloreadas se efectiia
por densitometria.- Puede también hacerse por la simple ecompara-
¢ién visual o con instrumentos de medida para determinar la dis-
tancia recorrida por la muestra y el control. La determinacién mas
exacta de la extensién y de la relaeién porcentual entre las dos
bandas se alcanzari por medio de la lectura efectuada con el densi-
témetro, determinindose ademés el espacio recorrido.

Dicho espacio recorrido por la Hb se toma como indice de su
veloeidad, adjudieindose a la del adulto normal el valor del 1009,
la velocidad de los demds tipos de Hb se toman eomo porcentaje
de aguélla, pero variando segiin ¢l pH con que se trabaje.

Resultados obtenidos.—El nimero de eritroeitos en nuestras
determinaciones ha alcanzado un valor de 5.340,000 por mm? como
término medio, encontrindose el 809 entre cifras de 5.100,000 v
6.350,000.

Referente a este punto Clemente Smith cita las cifras obtenidas
por diversos autores que se encuentran entre 4.3 y 5.2 millones
por mm? de sangre del cordén y 4.7 a 6.2 millones en sangre eca-
pilar®3, Nuestra cifra es entonces ligeramente superior, pero en
nuestro pais Garrahan’ menciona un valor medio de 5.8 millones
en R. N. de término y Murtagh y colaboradores!? eneunentran para
el prematuro 5.95 millones en el primer dia de vida.

Hematocrito.—Hemos encontrado un valor medio de 529 de
volumen globular con valores extremos de 39 y 63%. A este res-
peeto Smith menciona los datos de varios investigadores que se des-
plazan entre 51.3 ¥ 57.29% en sangre del eordén con un leve aumento
hasta el segundo dia y deseendiendo al 35% a los dos o cuatro meses,
Murtagh concede un valor del 629 en los prematuros.

La cantidad de Hb total ha sido en esta serie de 17.6 gs. 9% con
un 80% de casos entre 16 y 21 gs. 9. Estos valores concuerdan
con el de los diversos autores que admiten una media de 17 gs. % en
cordén y 19 gs. % aproximadamente en sangre capilar. Con estos
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datos se puede caleular el volumen corpuscular medio, y la b cor-
puscular media, datos que hemos omitido por ser una simple se-
cuneneia de aguellos.

Como deciamos en phrrafos superiores, hemos realizado deter-
minaciones en la sangre de 20 de estos ninos, comparando los va-
lores individuales respectivos observamos que, eomo cabia esperarlo
no hay vinculo de unién alguno entre las cantidades de hematies ¥
de Hb total de los niiios v de sus correspondientes madres. Si orde-
namos los valores de los primeros en orden creciente de manera
que formen una eurva aseendente, observaremos que los de sus res-
pectivas madres varian en forma indeterminada a ambos lados de
una reeta horizontal (Cuadro No. 1). Esto no sélo indiea la inde-
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pendeneia logica de los meeanismos hemopoyiticos vy sistemas enzi-
miiticos sintetizadores de b de ambos organismos, sino también gque
no hay una distribuecion proporeional de la materia prima amino-
Acidos, hierro, ete., pues encontramos pares en gue las madres pueden
considerarse en estado de anemia v sin embargo sus hijos tienen
valores altos, ¥ a su vex existen ninos euyos valores pueden eonsi-
derarse bajos, atribuibles a factores individuales del feto puesto
que sus madres exhiben una situacion hemopoydética satisfactoria,

Banda electrofordética de Banda superior ¥ trazo de
linea llena Hb A.

Banda inferior ¥ linea de

puntos Hb F, Hb dlcali
resistente 8095,

Banda superior ¥ trazo de Banda superior vy trazo de
linea llena Hb A, linea llena Hb A.
Banda inferior ¥ linea de Banda inferior ¥ linea de
puntos Hb F, Hb dleali puntos Hb F, Hb Aleali
resistente 609%. rezistente 409%,

Nos ha interesado en forma especial el estudio de las ITbs fetales,
va que su presencia o8 una nota earacteristien de esta temprana
edad, las proporciones en gque =¢ encuentra y otros aspectos rela-
cionados con ellas,

Su determinacién mediante los métodos de desnaturalizaeion
alealinag ¥y electroforesis sobre papel da rvesultados que ze corres-
ponden en una manera gencral, pero el dltimo método no parece
ser de utilidad enando la cantidad de Hb I es pequeiia ¥ en cambio
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cuando su proporcién es elevada se obtiene una banda caracteristica
retrasada, pero una sola, es decir ineluyendo el resto de Hb A. En
casos patolégicos se pueden obtener dobles bandas correspondientes
a los componentes presentes,

La Hb F tiene la misma naturaleza quimica que todas las cono-
cidas en el hombre en un sentido general, es decir tiene 4 naeleos
Hem Ferroprotoporfirina agregados a una globina. Esta altima se
compone de dos medias moléculas simétricas, las enales a su vez estin
constituidas por dos cadenas de péptidos denominadas alfa y beta
con un peso molecular total aproximado de 66.700 (Ingraml2),

Pero a su vez se diferencia de todas las dem#s por varias pro-
piedades entre las ecuales posiblemente la mids importante es la
resistencia a la desnaturalizacién por los dlealis. Estas diferencias
dependen de la composiciéon de una u otra de las cadenas mencio-
nadas, por sustitucién de algunos de los aminodeidos. Numerpsas
investigaciones resumidas dltimamente por White y Beaven?f han
establecido que estas Hbs tienen 2,6 grupos valina terminales en
Ingar de los 5 que tiene la Hb A y gque difiere también en todas
las demds por un mayor niimero de grupos lisina y menos sulfhidrilos.

Tiene una solubilidad distinta siendo més estable que la Hb A
en solueién fuerte de fosfato buffer, propiedad que ha sido apro-
vechada por Roche y Darrien!® no sélo para seprarla sino para
aislar las tres fracciones F,, F: ¥y ¥y que ya mencionamos mediante
soluciones de conecentraecién creciente de estas sales. Se han hecho
algunas observaciones en sangre de cordén de variedades parecidas
a la Hb I, en Indochina y en Texas, se trata de las llamadas Barts,
Fessas y Papaspyrou, Alexandra. Pero en realidad se trata de
casos aislados y no bien estudiados?s.

De la sustitucién de algunos aminoiecidos depende también la
diferencia de las cargas eléetricas de la molécula de las distintas
Hbs y como consecuencia su diferente velocidad de translacién elec-
troforética a que ya nos hemos referido y su comportamiento frente
a otros procedimientos gque permiten su separacidn.

Nosotros hemos utilizado solamente los dos métodos menecio-
nados y mediante ellos hemos encontrado los siguientes valores de
Hb alcali resistente en nuestra serie de nifios. Un valor medio de
B3% pero con amplias variaciones individuales desde 60 a 959%.

Tratando de averiguar el significado de estas oscilaciones, hemos
comparado estos resultados con los de la Hb total de cada nifio ¥
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hemos observado que no existe relacién alguna entre estos dos va-
lores. Los resultados mds bajos entre 125 y 14 gs. 9% de Hb total
presentan variaciones muy dispares de Hb fetal y los casos de con-
tenido alto de Hb total muestran las mismas varviaciones discre-
pantes, revelando que la produccién de ambas responde a meea-
nismos separades. Mas importante nos parece la comparacion de
los pesos de los niiios para lo eunal los hemos ordenado en forma
ereciente con sus respectivas proporeiones de Hb F (Cuadro No. 2).
Cosdre ¥
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Tampoeo existe relaciéon visible entre estos dos factores, ninos de
4 o mas kilos tanto tienen proporeiones altas como bajas de esta
Hb ¥ lo mismo oeurre con los que su peso estaba alrededor de 2 Kg,

Se ha considerado siempre que el peso del nacimiento es una
expresion global de la madurez del nifio, ¥ si por otra parte admi-
timos que a mayor cantidad de Hb I hay gue atribuirle un signi-
fieado de mayor inmadurez hemiditiea, ya que ésta tiende a desapa-
recer rapidamente a medida que el nifio se desarrolla v erece. Habra
que deducir de los resultados que hemos obtenido que este proceso
de maduracién hemitica es independiente de la maduracién general.
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Cada nific parece tener su propio ritmo de maduraciéon en sus
distintos sectores morfolégicos y fisiolégicos eon diferencias crono-
légicas y enantitativas, pero encuadrado dentro del plan general
de desarrollo de esta edad. Es propio de esta edad y aiin del feto
de pocos meses la coexistencia de ambas Hbs A v F, en distintas
proporciones segin los casos, respondiendo a mecanismos de pro-
dueccion independientes. La sustitueién de la Gltima por la primera
es un hecho que se inicia antes del nacimiento y se acentila antes
de llegar a la etapa del término y constituye la segunda nota de
esta evolueidn, el cese funecional del meeanismo formador de Hb I
Una vez agotada o en vias de disminucién esta Hb no reaparece
mias en condiciones genéticas normales. Tanto es asi que aunqgue la
hemopoyesis esté sobre estimulada no altera esta tendencia bioldgiea,
Es lo que vemos en las enfermedades hemoliticas, especialmente en
la del R. N. en que aparceen eélulas jévenes por maduraeién mor-
fologica incompleta y acelerada pero en gque la tasa de Hb ¥ no
regresa a los valores del feto y del reeién nacido sino que baja
significativamente.

Formandose tanto el Hem como la globina en el interior del
eritroeito, se ha pensado que la formaeién de la Hb F ¥y A depen-
deria del lugar donde se efectiia la hemopoyesis en la vida fetal y
extrauterina, pero es evidente que no es asi, pues en el feto con hemo-
poyesis visceral existen ya las dos Hbs, y en la etapa medular, en
los Miltimos meses se sigue produciendo todavia la variedad .

En nuestro medio Sepich®® ha estudiado numerosos casos de
enfermedad hemolitica encontrando en nifios no transfundidos va-
lores de Hb I bajos llegandoe algunos a menos del 309% no obstante
haber en estos casos focos eritropoyéticos activos en el higado ¥
otros Grganos.

Pero este csquema se altera en condiciones genéticas andmalas
¥ asi vemos aparecer o persistir pigmento dleali resistente en di-
versas hemoglobinopatias. En la Talassemia, Gatto y numerosos
autores® han estudiado la participacién de esta Hb. En los easos
que se combinan genes de Talassemin-S. Mae Iver West ¥ eolb.15 en-
cuentran hasta un 169 ¥ citan en su trabajo de revisién del tema
antores que senalan ecifras de hasta 229:, En los casos debidos a
la presencia de Hbs C. H. M. y E. puros o asociados a Talassemia
se encuentran también cantidades wvariables pero aumentadas de
Hb F.

S
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En el recién nacido sin embargo, no existen hemoglobinopatias
desde el punto de vista elinieo, aungue se trate de nifios cuyo geno-
tipo se manifestara al cabo de pocos meses a través de una afeceion
de esta clase. Esto es debido a que estas enfermedades constituyen
alteraciones de la molécula de la Hb A y se pondrin de manifiesto
en el momento en que debiendo ésta haber sustituido easi comple-
tamente a la fetal, no lo hace porque su produceién esti frenada
eomo acontece en la Talassemia manteniéndose la producecién del
pigmento F o aparece en su lugar una de tipo andémalo.

La literatura actual especializada estd plena de comunicaciones
sobre estas Hbs anormales?® 22. 24. 25, 27 on Jos diversos estados homo
¥ heterocigotas en los que la Hb F aparece en distintas proporciones,
especialmente cuando actia el Gen Talassemia pero como una eon-
secuencia de la alteracién que afecta al mecanismo de produeceidn
de la Hb A.

Ha sido también planteada la euestién de la participacion inmu-
nolégica especifica de las distintas Hbs en distintos procesos. Al
presente parece estar demostrada mediante trabajos de Chernoff®,
de Goodman y Campbell'® la capacidad de formar anticuerpos y la
especificidad de la I frente a la A ¥ 8. Pero la intervencién de
esta eualidad antigénica en la patologia no parece probable que-
dando eomo un rasgo diferencial més entre cllas.

CONCLUSIONES

Lios valores hallados concuerdan en un sentido general con los
de numerosos investigadores que han tratado este tépieo, tanto en
el pais como en el extranjero, y las diferencias se pueden atribuir
a los métodos empleados v a la constitueién de las muestras con que
se ha trabajado pero sin significacién relevante. Han quedado de
manifiesto eomo hechos caracteristicos de esta etapa los siguientes:
la independencia de los meecanismos productores de ambas Hbs F y A.
Lias amplias variaciones de sus cantidades relativas y absolutas en
condiciones que consideramos como normales y especialmente la
falta de concordancia de estas variaciones con las diferencias que
pueden haber en otros aspectos entre cada nifio. El tenor de Hb F
¥ ecomo consecuencia el valor reciproco de Hb A no estia en relacién
con el peso del nacimiento y por lo tanto con el grado de creci-
miento ¥y desarrollo de cada nifio si es que se toma este peso como
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* expresién de este dltimo. Serd necesario tener en ecuenta estas dife-
rencias que expresan un ritmo individual en gue se desenvuelve la
funecién Hemoglobinogénica de eada nifio euando se trata de va-
lorar su madurez o lo que es mis importante, la gravedad de enfer-
medades tales como enfermedad hemolitica u otros procesos del R. N.
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