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Se analizaron 4 246 muestras de sangre de recién nacidos de Ciudad de La Habana,
e un periodo de ocho meses (enero-agosto de 1983) por la técnica de enfoque isoeléc-
trico de cadenas de hemoglobina. En ¢! estudio se deteclaron 128 FAS, 8 FAC, 1 FSB#1,
! FSC y 2 FAG Philadelphia. Se onaliza las ventajos de esta técnica en el estudio
de la HLS al nacimiento, asi como la importancia de la realizacién conjunta de un
programa de prevencién de la AHF y la fenilcetonuria al nacimiento.

INIROOUCCION

Segun cifras de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cada afo
nacen en el mundo aproximadamente 100 000 nifios con anemia a hema-
ties falciformes (AHF),! lo que consiituye en realidad un serio problema
de salud actual, sobre todo en aquellos paises como los de Africa, que
como consecuencia de una mayor frecuencia de este gen, el nimero de
enlermos que nacen anualmente difiere poco de la cifra mundial.

En nuestro pais donde las condiciones de salud han llevado a la casi
erradicacion de las enfermedades infectocontagiosas, aquéllas de origen
genético han venido a ser uno de los problemas de salud que se deben re-
solver en estos proximos afos; entre ellas, por supuesto. la AHF ocupa
un primerisimo lugar, por ser la de mas alta incidencia en Cuba, y se
calcula que cada aino dehen nacer entre 56 y 156 nifios con esta enferme-
dad -
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Esta hemoglobinopatia, como todos conocemos, carece de una terapia
efectiva y aunque en los dltimos afos nuevos medicamentos y tratamien-
tos han venido a prolongar sensiblemente la vida a los cnfermos, se plan-
tea como solucion definitiva a este problema de salud, la d=teccidon en las
poblaciones con alta incidencia de portadores de las familias de "alto
riesgo” y que las mismas reciban el consejo genético y ! diagndstico pre-
natal !

Teniendo en cuenta estas razones. en diversos paises con esta proble-
matica, se han realizado pesquisajes en pohlacion adultz v/o en recién
nacidos, aunque en general los métodos empleados presentan desventajas
en cuanto a su alto coslo, aplicacion masiva y confiabilidad en los resul-
tados > 1*

En este trabajo valoramos la ventaja del emnleo de la técnica de enfo-
que isoeléctrico de cadenas de Hb, la cval combina la aita resolucién de
estas técnicas con la masividad y kajo costo que lagran algunos otros mé-
todos electroforéticos.!! 13

Igualmente se analiza. conjuntamente con los raesultados obtenidos en
nuestro estudio, la importancia que tiene la realizacion del pesquisaje en
recién nacidos, asi como la ventaja desde ai punto de vista organizativo
que representa la realizacion conjunta del progran de pesquisaje de hemo-
globinopatias v el de fenileetonuria al nacimieno.

MATERIALES ¥ METODOS

Se analizaron un total de 4 246 recién nacidos de Ciudad de La Habana
durante un periodo de ocho meses (enero-agosto de 1983).

Se obtuvieron las muestras sobre papel de filiro ¥ se dejaron secar.
segin el procedimiento empleado para el diaandstico masivo de la fenil-
cetonuria, teniendo en cuenta que el procedimiento es igualmente til para
el diagnostico masivo de hemoglobinopatins. aun cuando no han sido uti-
lizadas para programas conjuntos.

Las muestras se procesaron segun describié Alilond en 1979, con algu-
nas modificaciones introducidas por nosotros.'t

Se cortaron piezas de papel de filtro de 6 mm de diametro embebidas
en sangre. se colocaron en placas estidndares de tipo Microtiter para 96
muestras y se les realizé elucion mediante la adicion a cada una de 50 ul
de una solucidn de urea 8 M con 2 mercapto=tanol al 59, y tritén X-100
al 2%.

Después de incubadas durante un periodo de una a tres horas a 37°C, las
muestras se diluyeron anadiendo otros 100 »| de 2 mercaptoetanol al 5%,
y se mantuvieron en incubacion oor un periodo no mayor de 30 minutos
antes de transponerlas al gel.

El gel para el enfoque se preparé utilizando dos nlacas de vidrio de
265 x 160 x 1 mm, lavadas consecutivamente con agua desionizada, ace-
tona y éter etilico. se colocaron una sobre otra separadas por una banda
de goma en forma de U de 0.24 mm de espesor, se pusieron entre dos pla-
cas de vidrio de 265 x 160 x 4 mm y se mantuvieron unidas por presillas
metalicas.
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Se prepararon 10 ml de solucion gelificante {T .- 5%, C = 3%) con
4.8 g de urea sélida, 2,95 ml de agua desionizada, 2.5 ml de una solucidn
que contenfa 19,4 g% (p/v) de Acrilamida (SERVA) y 0,6 g% (p/v) de
N.N'— Metllenbisacrilamida (SERVA}. 50011 de anfolitos pH 7-8 (Servaly-
te SERVA), 10 ol TEMED y 100 ul de persuffato de amonio al 1.2 g% (p/v).

La solucién se introdujo entre las nlacas de vidric de 1 mor usando una
jeringuilla, se eliminé el aire y se seilaron cen agua.

El tiempo de polimerizacién se ajusto 2 10 ininutos aproximadamente
a temperatura ambiente. Después de poiimerizado se imantuvo en refrige-
racidén por otros 15 minutos.

Las placas se separaron con un bisturi y ! gel adherido a una de ellas
se colocd en una placa de enfriamiento de la camara de separacion (Me-
diphor Desaga Heidelberg) a una temperatura de 12°C.

El puente anddico de 255 x 6 mm dz papal *whatmann No. 17 se humede-
cié en una disolucidn 0,5 M de aeido ortofozlorico v se colocd en el cen-
tro del gel. Dos puentes catédicos humedecidos en una disolucidn 0,75 M
de hidréxido de sodio se colocaron en ambos extremos del gsl.

Bandas de goma con 48 perforaciones. de 2,5 mm de didmetro se si-
tuaron a lo largo del gel, aproximadamente a 1 cm a cada lado del puente
andédico central.

Un electrodo positivo simple y un sisiema de doble electrodo negativo
se pusieron sobre sus puentes respectivos y se sujetaron con las dos pla-
cas de vidrio de 4 mm para producir un contacto adecuado.

Se realizé una precorrida con una corriente constante de 12 mA duran-
te 15 minutos para eliminar el persuliato de amonio residual.

Se colocaron individualmente 5! d2 code muestra mediante pipeta au-
tomdtica, en cada uno de los orilicios de la bunda de goma y se continuo
la corrida con 12 mA, corriente constanie hasta alcanzar un voltaje limite
de 1000 volts durante 30-45 minuios aproximadaments.

Una vez terminada la corrida el gel se fij6 y se colored, paséndolo su-
cesivamente por un tiempo méximo de 15 ininitos por las sigulentes so-
luciones: solucidn fijadora dcido tricloroacético al 20%, agua destilada, so-
lucién colorante 9 volimenes de Ceoocmasie Biue R-250 al 0,3% (p/v)
filtrado, 9 volimenes de etanol y 2 voilimenes de dcido acitico y 6
volimenes de agua desionizada y solucion preservativa glicerol al 2% y
dcido acético al 10%,

La identificacidn de las muestras se realizt 2 las 12 horas de terminado
el proceso, cuando la hidratacién del gel periitia na mejor visualiza-
cién de las mismas (figura).

Los casos patolégicos detectados FSB""' y TEC, asi como las dos va-
riantes detectadas se analizaron nuevamente vor el méiodo de enfoque
isoeléctrico desarrollado por Altland {1977} ¢ por el desarrollado por Basset
(1978).12712

Los padres de estos casos se analizaron también, y se utilizé para ello
una de las dos técnicas antes mencionadas. asi como la electroforesis
vertical en gel de poliacrilamida y 'a prucba de solubilidad en ampulas
(Heredero y otros, 1974 y 197G).!"1%
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ALSULTADOS

En el cuadro | se observan los resultados ohlenidos en este estudio,
asi como las frecuencias fenotipicas halladas.

Los valores encontrados no se diferenciaron significalivamenlte de los
esperados para un nivel de significacion de p < 0,05.

En el cuadro Il se observan los resultados obtenidos con ios distintos
métodos por familias.

Figura

e imuiceds o derecha FA, FAS, FAC, FA, AA, AS, AC, representan fa posicion de
faz distintas cdosns de la b en of enfoque isoolécirico.

CUADRO |

HFMOCLOBINOPATIAS DETECTADAS POR ENFOOUE ISOELECTRICO DF CADENAS
DE HEMOGLOBINA EN 4 245 RECIEN MACIDOS

Patron clectroforético MNo. de casos Por cienlu

Fa, 4105 96,7

FAS 128 3.02
FAC a 0.19
FaBret 1 0.02
Fsc 1 0.02
FAG Pailadelphia 2 0,05
Total 4 245 100,00

D ———
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CUADRO Il

RESULTADCOS DEL ESTUDIO FAMILIAR A LOS MINOS CON HEMOGLOBINGPATIAS
¥ CON VARIANTES DE HEMOGLOBINA DETECTADAS DURANTE EL PESQUISAJE

Electroforesis

Enfoque Enioque de Prueba de
isceldctrico 72 cadenas isoaléchico Poliacrilamida solubilidad
J.LA FSR~t=t F&gtal no no
Padre AS AS AS positiva
Madre ARl Agrtat A4 nagativa
NBS F3C F3C no no
Padre AR A4, Al negativa
hiadra AS AS AS positiva
15 FA wvar. lenta =AG Philadelahia no o
cad. alfa
Padre A4 Al Al negativa
fAadra & wvar. lenta AG Philadelphia coma AL negativa
cad. alta
LG A, FA var. lenta FAG Philadelphia no e
cad alla
Prdre AR AR Al negativa
Niadre A var. lenta AC Philadelphia como AS nagativa
cad alfa
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Las familias de alto riesgo detectadas a través de su descendencia, re-
cibieron en todos los casos consejo genético y los nifios se remitieron al
Instituto de Hematologia para su posterior tratamiento.

DISCUSION

En aquellos paises donde la incidencia del gen de la HbS representa
un serio problema de salud, resulta imprescindible elaborar programas
con vista a la prevencion de esta enfermedad.

Muchos programas se han llevado a cabo en diversos palses los cua-
les incluyen pesquisajes a la poblacién adulta y/o los recién nacidos.

El estudio al nacimiento de esta hemoglobinopatia sin duda resulta
ventajoso no sélo por la deteccién precoz del enfermo, sino tamblen por
la caracterizacion de la futura poblacion.

Tales tipos de programas son imprescindibles aun cuando el desarro-
llo técnico alcanzado permita la realizacion del diagndstico prenatal de la
enfermedad, por lo necesario que resulta evaluar la accion del mismo.

Hay que tener en cuenta que paralelo al desarrollo de un programa
de esta envergadura, esta la educacién a la poblacion acerca de las ca-
racteristicas de la enfermedad a través de los medios masivos de difu-
sién y/o de la ensefianza media, lo que nos permitira en un futuro que el
portador detectado al nacimiento y que conoce su estado valore este as-
pecto al momento de formar su pareja y en caso de constituirse en fami-
lia de “alto riesgo” concurran a la consulta de consejo genético a fin de
que pueda realizarse el diagnéstico prenatal a la futura descendencia.

Por otra parte, la técnica propuesta para este estudio de hemoglobino-
patias al nacimiento ofrece amplias ventajas por su confiabilidad, bajo
costo y seguridad en el analisis.

Las modificaciones realizadas por nosotros a la técnica original, redu-
cen el costo de andlisis por muestra a sélo cuatro centavos y la corrida
se realiza en un tiempo menor, por lo que ahora pueden analizarse el
triple de muestras en igual tiempo.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo no difieren de los encon-
trados por otros autores y nosotros rmismos en otros pesquisajes realiza-
dos tanto en poblacion adulta como en recién nacidos.>®

Los dos casos detectados de variantes lentas de cadena alfa presen-
taron igual migracién que la variante G Philadelphia por la técnica de en-
foque isoeléctrico desarrollada por Basset (1978),'2 por lo que se deter-
miné que se trataba de esa variante, que por otra parte se ha encontrado
en otros estudios en nuestra poblacién.

Por dltimo queremos discutir la importancia que reviste la realizacion
de programas de prevencién en los que conjuntamente se analizan varias
enfermedades como, por ejemplo, en nuestro caso la AHF y la fenilceto-
nuria.

La posibilidad de realizar tales tipos de pesquisajes al unisono, utili-
zando la misma organizacién y poblacién, obviamente representa un nivel
superior en ‘lo que se refiere a programas masivos, por el ahorro de re-
cursos materiales y humanos que se logra en ellos.
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CONCLUSIONES

El método de enlogue isoeléctrico de cadenas de Hb resulta adecuado
para la deteccion de hemoglobinopatias en el recién nacido. ya que presen-
ta ventajas en cuanto a: confiabilidad en el analisis, masividad y bajo costo.

Ademas se propone la realizacion de este programa al nivel nacional
conjuntamente con la deleccion al nacimiento de la fenilcetonuria.

SUMMARY

Gzanda |barra, H.: R. Hernandez Ferndndez. Screening for abnormal hemaglobing in
the mewhorn using isvelectric focusing technique. Rev Cub Ped 57: 1, 1985,

A total of 4246 blood samples from newborns in Havana City, were analyzed in an
erght month period (January-August 1983) by isoelectric focusing of hemoglobin chains.
At the study, 128 FAS, 8 FAC, 1 FSB*w, 1 FSC and 2 FAG Philadelphia were detectad.
Advantages of this technique for the study of HbS at birth are analyzed. as well as
importance of performing, joinlly, a programme for AHF and phenylketonuria preven.
tion at birth.

RESUME

Granda Ibarra. H.: K. Hernindez Fernandez. Dépistage o heémoglobines anormales choz
fe nouvesu-ndé par la technique dapproche isoélectrigue. Rev Cub Ped 57: 1, 1985.

il est analysé 4246 prélévements de sang de nouveaunés de La Havane-Ville, pendant
une periode de huit mois (janvier-ao0t 1983). par la technique d'approche isoélectrique
de chaines d'hémoglobine. L'étude a révélé 128 FAS. 8 FAC, 1 FSB™a!, { FSC et 2 FAG
Philadelphia. On analyse les avantages de cetle technique dans 'étlude de la HLS 2 Ia
naissance, ainsi que l'importance de la réalisation d'un programme de prévention de
la AHF et de la phénvlcétonurie & la naissance,
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