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Una solucién técnica para hacer un pesquisaje
de hemoglobinas a gran escala

Por los Dres.:

Luts Herepero,® Hitoa Graxpa,* Kravs Avtrasoe®

Hepedero, L. et al. Una soluciin téenica para hacer un pesquisaje de hemoglobinas a gran
escale, Rev. Cub, Ped. 46: 3, 1974

Sp plantea una solucién técnica al problema de cémo reducir Ia incidencin de la sicklemia en
nuestre palfs, asi como ¢l ricsgo a que estin cxpuestos los portadores; por una identificacidn
de cstos dltimos, ¥y el consejo genético, en los casos de familias con “alte riesge”, hemos ideda-
rrollado un sistema de pesquisaje electroforético, el cval resulta suficientemente rapido, eco-
némico y segure. El sistema incluye la coleccién de sangre capilar, ¥ su hemolisis, la docomen-
taciom de los datos del donante con una rapidex de aproximadamente 50460 muestras por una
persona, en una hora, con un costo de cerca de 1,00 por cada 1000 muestras, v el analisis
electroforélico, que incloye la documentacién de los resultados en pelicula fotogrifica, ¢l que
puede ser reslizade por una persona & una velocidad de 180 muestras en una hora con un
costo de cerca de $1,2 por cada 1000 muestras, Se utiliza ¢l equipe en el andlisis de olros
polimorfismos,

INTRODUCCION Para desarcollar estas medidas o= noce-
sario realizar primere la deteccion de Jus

Por la alta incidencia del gen de Ja he- Csttadoven 36 Jo sbklemia

mogiohina 5 en nuestro pais, se hace nece-

sario desarrollar medidas preventivas que Distintas téenicas como son la clectrofo:
eviten el riesgo a que s¢ ven sometidos los resis, la prueba de sickling (/) land and
portadores de la enfermedad producto de  Castle, 1948),%2 la prucha d- elucion di-
los adelantos de la eivilizacién; ejemplo ferencinl (Yakelis v Heller, 19610 han
de esto es la ancstesin, viajes en avidn sido utilizadas, pero en su lugar las proehas
tJones, Binder y Donawho, condiciones de solubilidad (Heatiman v cals. 1970,
submarinas* inloxicacidon alcohdlica (Me Raper, 1971, Ceaning v cols,, 1972332

Cormick, 1961)7 v ¢l ricsgo =ocial de las
familias con “alto ricsgo™ genélico: fami-
lias en que ambos padres son porladores
ile sicklemia con una probabilidad de 0,25

recicniements desarrolladas parecen ser su.
poiiores por razones econdmicas v/ o de ve.
loeidad,

de tener un hijo enfermo. Sin embarge  adn persisten  inconyes
nienles:

* Departamento de Genética Médica, Insti 1. Las pruchas de solubilidad son es

T.m['l'll-' ":m;fiasjni“;“ {': P":”'.“{'ET;_"“H':ri.i" pm:i[icas para Hb & y no deleclan

:-:rai;.:g].ql:- I.:“I-;:gan:. dencia: Médicas, Uni- olras hemoglobinopatias, No diztin.
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guen entre portadores del rasge si-
cklémico, sicklemia-hemogzlobing C o
sicklemia con alta hemoglobina fetal,
siendo necesario someter todas las
sanar:s con hemoglobina 5 a la elec
troforesis,

2. Las pruebas de solubilidad son de-
pendientes de la concentracidn de he.
nmoglobina, siendo necesario las deter-
mingcion s cuantitalivas para una
correcta interpretacion de los resul-
tades con relacion a la hemoglobina S.

3. La prucha de solubilidad automalti.
zada (Canning v cols., 1972)! elimi-
na los errores al pipetear e incluye
determinacion d: la hemoglobina sin
pérdida de velocidad, Sin embarge,
a pesar de que el costo en material
utilizacde (ca $12,000) no puede ser
obviade, ya que en un gran serecaing
¢l equipo estd totalmente ocupado y
ne puede ser utilizado para olros pro-
positos. La téenica electroforética ha

“gide reconocida como la técnica mas
poderosa para deteclar variantes de
hcrnogluh'ina, sin emba'rgo, no se ha
aplicado en ¢l andlisis de poblaciones
por problemas de indole econdmica
v de complejidad,

La construceidn del sistema de screening
electroforélico que s conlinuacion se des-
cribe, elimina los inconvenienles antes ex-
puestos y permite ¢l analisis de zran ndmero
de personas.

MATERIAL Y METODO
El sistema electroforétice incluye la cons-
truccion de las siguientes partes principales:

1. Un tanque electroforético para elec-
iroforesis vertical en gel de poliacri-
lamida con & celdas de separacién.

2. Dos sopories para la polimerizacién.

3. 40 cubetas multiples para la colee
cién y preparacién de 1160 muestras
de sangre.
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4. 1 pipeta milliple para la aplicacion
de volimenes de 130 ul (Tipe 1).

5. 1 pipeta miiltiple para la aplicacién
de volimenes de 5 ul (Tipo 2).

ti. Una [uente de poder.

=1

. Accesorios para ¢l andlisis de otros
polimor{ismos.

1. El tanque electroforético (Figs. 1 v 2)
construido de acrilico, permite la aplica-
cidn de dos celdas de separacion para <l
anilisis de 00 muestras en una corrida. Por
un simple mecanismo las celdas son fija-
das a una tira de goma incluida en la parte
inferior del tangque superior, produciéndoze
un absclute contacto entre ambes. Las
celdas son construidas de acrilico para evi-
tar la adhesion del gel de poliacrilamida, y
asi facilitar la eliminacion de éste, sin dafio

alguno para ¢l gel o la celda.

2. Soportes para la polimerizacion del
gel (Fig. 3). Las celdas de separacién con
fijadas a una tira de goma que cierra el
extremo inferior de las mismas. Los moldes
se inlroducen en la parte superior de las
celdas de separacidn, formando en el gel
30 huecos de 6 mm de distancia central y
de un drea en el fondo de 2 x 4.5 mm.

3. Cubetas miltiples (Fig. 4). Se cons-
truyeron con el objetivo de usar pipetas
miiltiples para una rapida preparacién de
las muestras y su transposicidn ripida wl
gel. Se facilita la documentacion, insertan-
do la hoja con los datos de laz 30 muestras
colectadas, en una ranura en el fondo de
la cubeta.

Los huecos tienen un volumen de aproxi-
madamente 200 ul y una distancia central
de 6 mm, idéntica a la distancia de las agu-
jas de las pipetas mualtiples.

Para evitar la posibilidad de que las
cubetas puedan virarse mientras se trabaja,
se conslruyeron sopories para las mismas,

4. Pipeta mdliple (Tipe 1) (Fig. 3).
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Figure 2
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Frereea 3

Fava volimen = de 15 ol Funeiona por
e e 15 varillas de PVC de 3
mm ke dlidmetre, en bhuecos de 31 mm de
diametra, hechos en ung pieea de acrilico,

| 1y inne

que se condinman con huecos de 009 mm
e alidmetee los cuales tienen agujas ina.
sibabiles e i didmelrs externe apropiado.

Lo et entre las varillas Jde PVC ¥
his hgecns en el p|1i£~lir:u son cerrados en
su paerie superior, por anillos en forma de
tF eubicetos con grasa de silicena, obte-
wiFmlose asi la suecion adecuada, Las agu-
e oene Jos hceos de 0.9 mm de didmetro
son fijadas con evra. Para obtener sufi
et n-|rt‘m|lt:'tilji|jd:u| on rupcti:]:l.s ap|j-
cawianes de plenlicos volamenes, las varillis
sare fipnda- g ambos ladoes PO HB mecanis

i skjaraptade.

o Pipeta midlliple (Tipe 20 (Fig 0).
Fara volamencs de 3wl 15 agujas de pun-
cione lumbar con un volumen imerne de
corei e Ooul son fijadas a una distancia e
frmm una de otra entre dos pivzas de acri-
Few, Las cabezas de los alambres internos
tmanlrilest son fijadas tambifn entre dos
priezas de acrilico, las cuales tienen un cop-
tawlo mavil eon las placas que sostienen Jas
azifir, De vsta forma se evita la torcion
die los alambres inlernos y funciona como

s, E
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Figura &

un control mecinieo hasta el maximo vo-

lumen.
Con ol abjeto de tener un estreehe conta -

to entre la parte interna de ly senja v ol

alambre interno, necesario esto para wnd
suceidn adecuada, Jas cabezas de las agujas

cstan parcialmente lenas con tape de teflon,

6. Fuente de poder. Consiste en un recs
tificador e 250 mAmp v 230 volt. colo-
cado en una eaja de acrilico - 30X 30X 50
mm junlo con un fusible conectado al Emiu
= ¥ — y una linea para concetar a la red
usnal. (Ver Fig. 11,

o Aecesorios,  Incluven celdas de se
paracidén de 90 mm, 60 min v 30 mm de
longitue, con adapladores para fijar la:
celdas al tangue superior, asi come tan:
bidn al soporte para la polimerizeion,

Para variar el voltale del reclificads..
Cile s conecla aun regulindor de veltaje o
a un transformador de suficienie capacidad,
Estos accesorios so atilizan para ol andli-
sis e olros polimorfismos.

Métode de coleccian de sangre. Andfisis de
fas rmuestras v doctmtentoeton

L Coleceidn de sangre y registra de datos,
Con la pipeta del Tipo 1 se llenan los 30

huccos de la cubeta miltiple, con 130 ul
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de una solucion hemolizante, que contiene
saponina al 275 y sacarosa al 6%. Tante
la hoja de documentacién como la cubeta
miltiple ticnen la misma numeracién. Una
vez registrados los datos del primer donante
en la hoja de documentacion, s¢ toman 10
ul de sangre capilar y se aplican al primer
huece de la cubeta a la vez que agitamos
para obtener una completa hemdélizsis. Los
10 ul son tomados con un capilar calibrado,
unide a un tubo capilar con un adaptader
bucal, Terminada la oprracion es lavade
sugesivamente en agua, alcohel y agua para
su reulilizacién. El contacte entre la gola
v ¢l capilar se realiza a cierta distancia del
punto de perforacién, para evitar de esa
forma el riesgo d» una posible infeccidn
cruzada,

Cuando han sido eolectadas y hemoliza-
das 29 muestras, la hoja d= documentacion
¢ dobla varias veces ¥ se inserta en In
parte inferior de la cubeta mdltiple. Los
huecos son zellados con una cinta adhesiva
pudiendo hacerse el transporte d=| lugar de
coleccién al lugar de analisis,

2. Electroforesis

Dos celdas de separacién son fijadas al
soporte de polimerizaeion y 24 ml de una
mecla de las siguientes soluciones son afia-
didas,

6 ml de Sol 1:
30 g Acrilamida
0.8 g Bizacrilamida
afiadir hasta 100 ml de agua

=

ml de Sol 2:

0,07 g Tris

12 ml de CIH

0.2 ml TEMED

afadir hasta 100 ml de agua iph .1 a
257 ()

12 ml de Sol 3:

0,28 g Amoniopersulfato
anadir hasta 100 ml de agua.
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Los moldes mantenidos en una solucidn
de orwe flow al 195 ze introducen en la
parte superior de las celdas.

Mientras la acrilamida polimeriza en las
celdas, 150 ul de un hemolizado de wna
muesira de sangre conocida, por ejemplo de
las variantes mas frecuentes Hb 5 o Hb C
¢s afiadida al hueco nimero 30 de las cu-
betas maltiples que van a ser analizadas.
Los nimeros de las dos primeras cubetas
son escritos en las celdes de separacion.

Cuando la polimerizacién ha terminado
(tiempo de polimerizacién 5 minutos) los
moldes se eliminan y los orificios en la
parte sup:rior del gcl, son lavados con
buffer superior del electrodo.

Con la pipeta miltiple Tipo 2, 60 mues.
tras con un volumen aproximade de 4 ul
te transfieren de las cubetas al gol

Las celdas se fijan al tanque superior ¥
e afaden 0,51 y 1,51, de buffer superior ¢

inferior del electrodo.

Buffer superior del electrodo
2,58 g Tris
1.74 g Glicina
afiadir hasta 1 It de agua (pH 89 a
25° )

Buffer inferior del electrodo
7.25 g Tris
30 ml CIH 1IN
anadir hasta 1 1t de agua (pH 8,1 a
25¢ C)

El tanque superior se introduce en ¢l in-
ferior y se equilibran los niveles de bife-
res en ambos tanques para evilar la dife-
rencia en la presion hidrostatica. El tanque
es concctado a la fuente de podir ¥ esta
dllima a 220 volt. de la linea AC.

3. Documentacion de los resuftedos (Ver
Fig. 7).

Cuando termina la separacion, las celdas
junto con las hojas de: documentacion son
fotografiadas y después se realiza el diag

R, C. P
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nistico por simpls inspeceion, Las hemo-
globinas atipieas, se sefalan en la hoja de

dorumentacion,

Los geles son climinados con una placa
de plistico del grosor apropiado v las ecel-
das se mantienen en agua desionizada para
u posterior wlilizacion,

RESULTADROS Y DISCUSION

El métado deserito permile el andlisis de
L5t muestras en una hora por persona, in-
cluvendo documentacién de los resultados
por fotografia, inspeceién del ferograma,
anotacitn on la hoja de documentacion de
liz hemoglobinas atipicas y eliminacién
del gl de las eeldas de separacion,

El uso dle la pipeta makiple Tipe 2 en
la aplicacion de las muestras al gel, conficre
unat mavor velocidad en el andlisis,

El sistema «: biferes disconlinuoes enn-
cenlra las mueslras una vez que entran al
ael v qunte con ¢l rectificador de corriente
coneetade o 220 volt, linea AC gque sumi-
nistra un vollaje de cerca de 50 volt. por
em— hace que la separacian entre Hb A ¥
Hb S ocurra en 5 min, ¥ entre Hb A y Hb
C en 2 min. La cantidad de hemoglobina
utilizada hace innecesario el colorear el zel

R C. P
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para la vizualizacidn de la separaciin e
éstas, incluvendo Hb Aw El pequ o ol
metro del gel v lo precizo de las zonas
reduce la erergia total usada para la sepa-
racién ¥ permite por tanto, el vse de los
biifercs del elzctrodo 1520 yvec:s

El equipe puede ser utilizado para ¢l
analisis de otros polimorfismos. Con las
mismas condiciones deseritas para  Hi.
pueden ser separadas olras proleinas como
Tf humanas, Hp humanas. PCHE, GoP'D.
LDH humanas, Hb bovinos, T bevinos
elc., solam:nte s requiere modificar algu-
nas condiciones como son preparaciin de
la mucstra, reduccion del gradiente de vol-
taje para enzimas, usando un regulador de
voltaje en serie con un roetificador, el em-
pleo de celdas de separacion de distintas
dimensiones, ele.

Lo ripido y econdmice de este sistema
permite su empleo en el analisis de pobla-
ciones, que como Ja de Cuba, tienen esta
carga geniética y que a la ves son paises que
no tenen un alle desarrollo econdmico,
como para poder emprender wsta tarea
con los métodos mis coslosos ¥ menos pre-
cisas anteriormente deseritos. Ver Cuadro |
(Caleulo econdmico para el andlisis elec-
troforético de hemoglobinas en 1000 per-
sonas).

DISCUSION

Teniendo en cuenta que esle cquipn o
mite el andlisis de gran ny
en forma ripida v ceondmica, sa emples

nero de muestras

debe destinarse a determinados hospitales,
por Ejﬂn]}]u ho.r-pilal:'.-: i]rmi:nri;lll‘.-. donde
las ventajas de éste pueden aprovecharse
al miximo (andlisis de 10K muestras por
una persona en & horas e trabajo).

Las musstras obtenidas en los distinios
lugares de la proviecia pudieran ser re-
mitidas al hospital, usando el sistema de
coleccion deserito en este trabajo o algin
otro como la conservacion en capilares he.
ados o on papel de filtro.

221



Se diseutio la necesidad de combinar analizar fuera pequefio. Es necesario en-

la prucha electroforétiza con la prueba tonces lograr una prueba de solubilidad de
e solubilidad. asi como ¢l empleo de esta facil reproducibilidad, para lo cual se dis-
Gltima o que por las condiciones materiales cutio la posibilidad de tener los reactivos
no fuera factible realizar la prueba electro- necesarios para la misma envasados en for.
foréticn vn que el nimero de muestras a ma apropiada.

{CUADRD I

CALCULO ECOXOMICO PARA EL ANALISIE ELECTROFORETICO DE HEMOGLOBINAS
EN 1000 PERSONAS

Coleceion de Andlisi= clectro- Fotodocumen-
sangre fareticn tacion
Materiales g 0,50 £ 0,70 8 1.0
Horas de trabajo 20 5 -—"
Total § 2,20 x 25 lwras de trabajo

* Se incluyen en andlisis eleciroforético.

SUMMARY

Heredero, Lo et al. A technical precedure for pectorming o farge-scale hemoglobin sceeeming,
Rev. Cub, Ped. 46: 3, 1974,

A technical procedure for reducing the incidence of sickle.cell anemia in our country, as well
as the risk of cammiers of this discase is presented. An  elecirophoretic  screening  method
comprising the idestification of carriers and the genctic advice in “high-risk™ families, which
i+ sufficiently rapid. wnexpensive and safe, hax been developed by us, This methed includes the
collection and hemwlyvais of capillary  blocd, documemtation of the donor’s data at an  ape
preximate =peed of 5060 samples per subject in onc hoor and with a cost of about $1 000 per
ecach | 000 =ampl—=, and electroploretic analysis, which includes the  dormmentation of resulis
of photographic films and can he performed by one person at a speed of 180 samples per hour
and with a cost of about 51 20 per cach 1000 <ample=, The same equipment is used in the
analysiz of other polvmorphismis,

RESUME

Heredero, L. et al. {ne solution fechnigue posr foive une techerche dhémoglobines & grande
echielle. Reve Cob. Ped. W6: 3, 1974

Il <“agit de donmer wne solution technique & la reduction de Vincidence de sicklemis dans notre
pavs, sinsi que déviter be risque des porteurs. Afin d'wdentilier dans ces dernicrs ot dans e
conseil génitique des familles avee un “haut risque”, nous avens développs um systéme de
recherche & lectrophorétique, lequel est trés rapide, Ccronomique et sur. Le systéme melut la
collection de sang capillaire et son heémolise, la documentation des données odun donsens | 30-04)
rh"liﬂml:nl:t par personne dons Pheured avec un eoit pres de $1 000 pounr | 000 prelevements, ol
‘analyse flectroforétique en incluant la documentation des résuliats dans de filmes, pouvant
&re fait pour personne & une vitesse de 180 prélévements dans 1 hewre avee un eodl 1,2
environ pour 1000 prélévements, ToEquipement et emplove dans Fanolver dautres polvmorphizmes,

. RGP
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PESINE

Spspepo L., ¥ pp, Texsumdecroe DemeHZe IIA ODOBENSHAA HCCJAeNOBAHHA
remornoduHa B OONBIOM MachT208. Rev. Cub. Ped. 46: 3, 1974.

péernarasrTcA TeXANYCCHOE PeWeHNe LA BOOPOCE O TOM, KaK CHIZETE da-
CTOTY CEePNOBMIHOCKASTOUHOM remosuTMHecxoll gHemuy B Hamell cTpaHe.Ome-
CHBIETCH DACK, KOTOPOMy momnexaT Josbine. LAeTCcA [SHETIMNECKHMH COBET
CeMEAM ¢ TOOABIDM DECKOM"R OMICHBASTCA CcHcTeMa aneKTPOLOoDe THHeCHITD
EceASpoBAdLM, PA3DACOTAHHAOTD ABTODAME, KOTODAA ABNAeTCcA OLcTpol, Ha-
re=qoft i smomonctdHOH. B MeTon RHENEMSeTed ¢00p RamAmwaspHoll xpomm, ee
TeMONMI, COCTARIEHE NOKYMEHTAIDIZ ¢ DadHEME O HOHODE ¢ JucThoToll
or0a0 SU=50 npod Ha KamEoro UeJOBSKA B 9ac A CO CTOMMOCTED NDIDME@pH)

I 000 neco Ha xammux 1 000 npad., X
Titecxmt anamma co cdopoM raHHEM HE doTorpafudecHoM CHIDGE.
XeT HeJaTh OMMH YEeNOBEK ¢O cRODOCTEN  IBD npod

orond I,2 neco Ha xammpue T 000
qedie NOyTiK NoMMMODEHAMOE.

DOME TOTD BHJNYY22TCH BASKTDOLODE—

T W=
348 498C CO CTOMMOCTED

npod. YCTPHOBKA MCMOAB3YeTCA ODPH H3y-
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