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Hemoglobinas normales

Pauling en 1949, inici6 un nuevo
capitulo dedicado al estudio de las
hemoglobinas. empleando técnicas
electroforéticas. El fundamental a-
porte de sus estudios es el descubri-
miento de algunas variedades norma-
les de hemoglobina humana.

Hasta hace poco tiempo, descri-
bi6 3 variedades normales de hemo-
globina humana, habiéndolas deno-
minado con el nombre de hemoglobi-
na A,A2 y F.; muy recientemente se
incluye la hemoglobina €  (epsi-
lon) o hemoglobina Gowers, presen-
te en épocas iniciales de la vida fetal.

Hemoglobina A.— Es la hemoglo-
bina que constituye el principal pig-
mento de la sangre del adulto, repre-
sentado aproximadamente el 97 a 98
por ciento del total de hemoglobina.
Sin embargo, se ha descubierto den-
tro de esta fraccion, otra mini-
ma que migra electroforéticamente a
mayor velocidad, habiéndosela deno-
minado hemoglobina A8, aunque

esta fraccion es fisicamente dife-
rente, quimicamente no presenta di-
ferencia.

Hemoglobina A2.— Se distingue.
por tener una migracién electroforé-
tica mas lenta. Representa el 2 al 3
‘Z? de la cantidad total de hemoglo-

ina.

Hemoglobina F.— Es el compo-
nente normal de la sangre fetal. Re-
presenta el 80% de la hemoglobina
total en el momento del nacimiento
(sangre del cordén), pero esta con-
centracion disminuye rapidamente
durante los 3 primeros meses de la
vida ,restando solamente algunos
vestigios al final del primer afo de
vida.

Se diferencia de la hemoglobina A,
por tener una migracion electroforé-
tica ligeramente mas lenta y también
por ofrecer una resistencia a la ac-
cion de soluciones de sales de pota-
sio.
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Estructura molecular.— La he-
moglobina es una molécula muy gran-
de pertenece al grupo de las hetero-
proteinas. Se halla compuesta por la
unién de una proteina llamada hemo-
globina y de un grupo prostético, el
heme.

El heme estd constituido por un
nucleo tetrapirrélico, llamado proto-
porfirina que encierra un Atomo de
hierro bivalente, cuya udnica funcién
es la de transportar el oxigeno des-
de los pulmones hasta los tejidos.
Cualquiera que sea la variedad de he-
moglobina, el heme es invariable en
su estructura.
R
CH NH —

NH2 CO

COOH

Los acidos aminados se suceden
manteniendo un orden genéticamen-
te determinado, siendo numerados a
partir del grupo AMINO (NH2).

Las hemoglobinas normales, A,
A2 F y GOWERS, tienen en comiin
un par de cadenas llamadas alfa
( =< ) y un par de cadenas con par-
ticularidades propias a cada varie-
dad. La hemoglobina A, tiene 2 cade-
nas alfa ( =< ) y 2 cadenas beta
( & ): la hemoglobina A2 tiene 2
cadenas alfa y dos cadenas delta
( § ) la hemoglobina F, tiene 2
cadenas alfa y dos cadenas gamma
(¥ ) yla hemoglobina GOWERS,
dos cadenas alfa y 2 cadenas epsilon

(e ).

La cadena alfa ( =< ) estd cons-
tituida en los mamiferos, por 141
acidos aminados, mientras que la ca-
dena beta ( 5 ) tiene 146, siendo
muy parecida a la de la mioglobina.
Las cadenas alfa y beta contienen 61
acidos aminados comunes a ambas.

La hemoglobina A se escribe de
la siguiente manera:

La globina, es en cambio el com-
ponente que determina la calidad de
la hemoglobina. Corresponde a un te-
tramero donde cada unidad es pare-
cida a la tnica cadena polipéptidica
de la mioglobina. Esta globina esta
formada por 4 cadenas polipéptidicas
idénticas dos a dos. Cada cadena esta
definida por el nimero y lugar que
ocupan en ella los &acidos aminados
que la constituyen. En cada extremo
de una cadena se encuentra una fun-
cion AMINA libre, mientras que en
el otro un carboxilo libre, de acuer-
do al siguiente esquema.

R”
—CH—CO----NH—CH —
R"
A g A
HBA = =~ 2 2 El exponente

superior A indica la hemoglobina a la
cual pertenece la cadena y el expo-
nente inferior “2”, el ntimero de ca-
denas de ese tipo.

La hemoglobina A2, esti consti-
tuida igualmente por 4 cadenas poli-
péptidicas, siendo 2 cadenas alfa y
dos cadenas delta ( & ) especifi-
cas de la hemoglobina A2. La hemo-
globina A2 se escribe de la siguiente
manera:

HB A2 =o<ABA
2 2

La hemoglobina F, tiene también
4 cadenas polipéptidicas siendo 2 ca-
denas alfa, idénticas a las de la he-
moglobina A y A2 y dos cadenas'gz}-
mma ( Y ) que le son caracteristi-
camente propias. Se escribe asi:

10 == o

La hemoglobina GOWERS, esta
presente durante los 3 primeros me-
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ses de la vida embrionaria, tiene 2
cadenas alfa ( =< ) y 2 cadenas ep-
silon ( £ ). Se escribe asi:

A A
< 2 & 5
Configuraciéon molecular.— La

forma general de la molécula de he-
moglobina es la de un esferoide que
mide aproximadamente unos 60 A
de diametro, existiendo ligazones co-
mo la ligazén hidrégeno entre un
grupo aminado de un acido aminado
y el grupo carboxilo de otro acido
aminado. El resultado es una espiri-
lizacién de la cadena que define la
estructura secundaria. Esta estruc-
tura a su contorno crea numerosas
fuerzas electrostaticas de Van der
Waals que influyen en el apelotona-
miento de su trama sobre si misma,
para que adopte una forma definiti-
va de su estructura terciaria.

La configuracion de una cadena
polipéptidica que resulta de un orde-
namiento interno, no depende sino de
la secuencia de los acidos aminados
que la constituyen, siendo esta se-
cuencia dictada por un cédigo gené-
tico.

Cuando se ha constituido la molé-
cula de hemoglobina por combinacién
de las cuatro cadenas polipéptidicas,
ofrece 4 espacios laterales donde se
introducen las 4 moléculas del Heme,
alli el hierro cambia una valencia con
dos puntos de la cadena polipéptica
en los sitios 58 y 87 de la cadena al-
fa y los sitios 63 y 62 de la cadena
beta.

La estructura tridimensional pre-
senta mucha analogia con la mioglo-
bina. Se encuentra en cada cadena
las 8 regiones helicoidales alfa dere-
cha. Los contactos entre las 4 cade-
nas polipépticas son variables, asi

las 2 cadenas alfa y las 2 cadenas be-
ta estan ligadas por ligazones pola-
res.

Muchos investigadores han ob-
servado que la hemoglobina humana.
se halla en condiciones de solucién en
un estado de equilibrio rapido de aso-
ciacion y disociacién de acuerdo a la
siguiente relacion:

2 T

Este hecho representaria un fac-
tor importante para las caracteristi-
cas funcionales de la hemoglobina.
La separacion y recombinacién de las
sub-unidades en 2 hemoglobinas di-
ferentes, permite obtener los hibri-
dos.

La bioquimica comparada aporté
numerosos argumentos en favor de
la mioglobina que sera la que provee
las sub-unidades de hemoglobina poxr
evoluciéon filogenética.

Hemoglobinas anormales.— Se
ha descrito hasta la fecha mas de 50
variedades de hemoglobina. Para
considerar una hemoglobina como
compuesto anormal, no solamente se
toma en cuenta su estructura, sino
también la anormalidad de la repar-
ticion proporcional que integra cada
cadena normal (solamente tomando
en cuenta a las 3 hemoglobinas nor-
males humanas).

Nomenclatura de las anomalias
de estructura.— La antigua nomen-
clatura que utilizaban las letras del
alfabeto, es considerada hoy como
insuficiente, porque el nimero de he-
moglobinas anormales sobrepasa al
nimero de letras existentes en el alfa
beto. También existe otro aspecto; la
existencia de 2 hemoglobinas estruc-
turalmente diferentes pero con la
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misma velocidad de migracién elec-
troforética. La nueva nomenclatura
se basa en recomendar que toda he-
moglobina recién descubierta, sea de-
signada por la letra correspondiente
a la velocidad de su migracién elec-
troforética, a la que se afiade el nom-
bre de la ciudad, del hospital o del la-
boratorio donde la hemoglobina ha
sido descubierta: el siguiente ejem-
plo nos aclara la norma expresada:
hemoglobina M  MILWAUKEE.
Cuando se conoce la modificacién de
la cadena que se alterd, se registra el
sitio del 4cido aminado cambiado por
el del acido cambiante, de esa mane-
ra la hemoglobina M MILWAUKEE
de} ejemplo anterior, se escribirs
asi:

o 2A & 67 val —» glu, esta

formula significa que la valina de la
posicién 67 de la cadena beta, ha si-
do cambiada por el acido gluténico.

La mayor parte de las hemoglo-
binas con anomalias de estructura,
las presentan en la cadena beta.

La hemoglobina & de la ane-
mia direpanocitica, presenta la subs-
titucién en la cadena beta, de un &ci-
do glutdnico de posicién 6 por una
valina; se expresa de la siguiente
manera:

A B

2 2
o también asi:
A 6
=< 2 LB glu — val
La hemoglobina C corresponde a
la siguiente férmula:
A 6 glu — lis
< 9 A
En el grupo de las cadenas alfa,
las anomalias son menos frecuentes,

e e ——

entre ellas tenemos la hemoglobina
J. Paris 2, el cambio se efectué en la
cadena alfa cuya glutamina de la po-
sicion 54 se cambia por el 4cido glu-
tanico.

En al hemoglobina J. Paris, la ala-
nina que ocupé la posicién 12 de.la
cadena alfa, se cambié con el acido
aspartico.

Las anomalijas de ordenamiento.
Este tipo de anomalia es bastante ra-
ro, citamos como ejemplo las Hb H,
constituida por 4 cadenas beta de es-
tructura normal. Su formula es la si-
guiente:

A
&y

La hemoglobina BARTS esta
constituida por 4 cadenas gamma y
se la expresa asi: X 4

Las anomalias de proporcién o re-
particion.—En las hemoglobinas nor-
males del hombre adulto, existe una
proporcién exacta de cadenas de uno
u otro tipo. La ruptura de esta pro-
porcién en la constitucion de la he-
moglobina, determina la alteracién
patolégica; de esa manera en las ta-
lasemias se observa una persistencia
de la hemoglobina F. En los casos
graves de talasemia, la proporcion
elevada de hemoglobina A2 sumada
a la presencia de hemoglobina F., de-
termina la gravedad del cuadro.

Relacion entre estructura y funcién
Actualmente se admite lo siguien-
te:

a) Las soluciones de oxihemoglobina
v de hemoglobina desoxigenada son
diferentes entre si.

b) Los cristales de ambas varieda-
des no son isomorfos.
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c¢) Las modificaciones estructurales
han sido sugeridas por las experien-
cias dé GIBSON en 1969, este autor
observ6 el hecho siguiente: Inmedia-
tamente después de la disociacién de
la carboxihemoglobina por accién de
un rayo de luz ultravioleta con dura-
ciéon superior a una milésima de se-
gundo, se produce una recombinacion
posterior 16 veces mas rapida que en
condiciones normales. La aplicacion
del mismo rayo luminoso pero con
duracion de una centésima de segun-
do produce un tiempo de recombina-
cion normal. Esta experiencia hace
ver que la forma altamente reactiva
de la carboxihemoglobina disociada
por la luz ultravioleta, puede ser in-
terpretada como un estado de mante-
nimiento de la configuraciéon molecu-
lar de la carboxihemoglobina duran-
te un tiempo muy corto, necesario
para el restablecimiento de la confi-
guracion caracteristica de la hemo-
globina no combinada. De esa mane-
ra se puede suponer que exista una
relacion entre los caracteres funcio-
nales particulares de hemoglobina y
de su estructura molecular produci-
dos por la fijacion de una ligadura.

La escuela de Cambridge, recien-
temente realizé estudios analiticos de
los diagramas de difraccién con las
rayos X aplicados a los cristales de
hemoglobina, demostrando que las
sub-unidades de pigmento giran unas
en relaciéon a otras. Después de la
oxigenacion la distancia entre las dos
cadenas beta disminuye de 6,5 A y
las de dos cadenas alfa aumentan
1 A.

La hemoglobina oxigenada y la
desoxigenada, corresponden a dos es-
tados estructurales diferentes que
Perrutz designa por los términos
“0” y “R” respectivamente. “Estos
cambios de forma dan la impresién
de una molécula que respira de una

manera paradogica, pues ella se dila-
ta cuando pierde su oxigeno y vice-
versa”.

Los cambios de la estructura mo-
lecular se realizan a una velocidad
muy grande, porque la velocidad de
fijacion del O2 se realiza en una mi-
lésima de segundo. Las cadenas alfa
apenas se desplazan actian como
ejes al torno de los canales se abre
la molécula en el curso de la desoxi-
genacion. Cuando las cadenas alfa es-
tan ausentes o muy modificadas, los
movimientos de las cadenas beta pue-
den ser casi nulos, este hecho expli-
caria el comportamiento observado
en la hemoglobina H ( A A)

4

Las enzimas allostéricas y de una
manera general las mismas proteinas
allostéricas compuestas por sub-uni-
dades se supone que tienen dos sitios
receptores esteroespecificamente di-
ferentes. El uno fijaria el sustrato,
siendo responsable de la actividad
biolégica especifica de la proteina y
el otro sitio allostérico seria comple-
mentario de la estructura de un efec-
tor allostérico que fija especifica-
mente en forma reversible. Esta li-
gazén con el efector allostérico deter-
mina un cambio reversible de la es-
tructura molecular de la proteina.
Monod, Wyman y Chaceux, en-
contraron estos caracteres allosté-
ricos en la molécula de hemoblobina
con la particularidad de que tanto el
efector como el sustrato, resultarian
diferenciados solamente ligando oxi-
gcno. Se considera al oxigeno como
un sustrato, pero por su fijacion a
una sub-unidad se podria considerar-
lo como un efector allostérico que ac-
tuando sobre otra sub-unidad, provo-
ca la modificacion estructural.

La importancia de la disociacién
de la hemoglobina en dos- partes si-
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métricas: 2 (=< S8) en el curso de
su oxigenacion fue confirmada por
Wyman en 1967, mediante anilisis
mateméticos.

Los trabajos de Benesch y cola-
boradores (1965) proponen la si-
guiente secuencia de reacciones:

1* etapa: una parte de Hb se
transforma en oxihemoglobina
=z ol

B o 5° oc®

Esta reacciéon conduce por las mo-
dificaciones de estructura molecular
al estado “O” de Perutz. Esta oxihe-
moglobina se disocia en 2 partes:

o 6’

(2. °¢:e(°3°¢d°o<o )

Una hibridaciéon se produce entre
la hemoglobina no oxigenada.
=< &

e )

Las modificaciones estructurales
de la mitad oxigenada (.4 %<°) impo-
ne por una contraccién espacial mo-

Técnica

o L]
(_20 :, + o< 2°

Test de Desnaturali

Hemoglobina Fetal en sangre de
cordén umbilical.— Hemos investiga-
do la concentracién de la hemoglobi-
na fetal en 298 muestras obtenidas
de cordén umbilical.

Raza blanca
0a 19% de Hb fetal
20 a 39% ” ” ”
40 a 59% »” ” ”
60 a 79% ” ” ”
80 a 99% ” ” ”

CUADERNOS DEL HOSPITAL DE CLINICAS

dificaciones estructurales a la mitad
no oxigenada (sefialadas por asteris-
cos) que adquieren por ese hecho una
afinidad creciente por el oxigeno:

=<° A°

8° <

(< 3)
(<°5°)

Este aumento progresivo de la
afinidad por una modificacion es-
tructural allostérica de las sub-uni-
dades globulinicas; parece expresar
de una manera satisfactoria la forma
sigmoidea de la curva de disociaciéon

Investigacion de Hemoglobina Fetal
Realizada en muestras de sangre Ob-
tenida a 3.600 m. de altura. (*).

Material.—

a) sangre umbilical obtenida en
el Servicio de Obstetricia del Hospi-
tal de Clinicas de La Paz.

b) Sangre venosa obtenida en
menos de 21 dias hasta 2 afios de
edad.

zacion Alcalina

Se ha considerado una clasifica-
cién empirica de las razas (blanca,
mestiza e indigena).

47 muestra = 43,2%

31 ” = 28,4%

20 ” = 18,37%
9 ” = 8,37%
2 ” = 1,8%

Total 100%

(*) Este t.rabajo ha recibido la colaboracién del Dr. José Valle Antelo
Dr. Miguel Delgado y personal médico del Instituto de Maternidad
Prof. Natalio Aramayo del Hospital de Clinicas.
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Raza Mestiza

0a 19% de Hb fetal 56 muestra = 36,6
20 a 39% ” 7 )] 7 = 32,7%
40 a 599% 7 7 ” 28 ” = 18,3 %
60 a 799% 7 7 ” 16 ” = 10,5%
8 a 99% 7 7 ” 3 ” = 1,99
Raza indigena
0a 19% de Hb feta 15 muestras = 48,4 %
20 a 39(/{ ” ” ” 6 ”” _ 19’4(/(
40 a 59(/‘2 ”» ”» ” 6 9 — 19’4‘/;
60 a 79(/‘/0 » » »” 3 ” — 9,6(1:/(‘
8() a 99(//( ” ” ” 1 ” — 3’2(//(

CUADRO N* 1

Hemoglobina fetal en sangre vencsa

Hemos investigado los porcenta- edades fluctuaban desde 21 dias has-

jes de hemoglobina fetal en sangre 0@ 2 afios.

on n un total de 54 nif 3 Hemos clasificado empiricamente
venosa en un total de 2 NINOs CUYas  op pgzas blanca, mestiza e indigena.

Raza Blanca

De 0 a 1,9% de Hb {fetal 8 muestras = 42¢;
De2a 39% ” 7 ” 10 ” = 53 %
Ded4a 59% 7 7 i — ” — _
De 6a 79% 7 ” ” 1 ” - 5%
Raza Mestiza
De 0 a 1,9€/( de Hb fetal 13 muestras — 52(/4
De2a 39% ” ” ” 5 ” = 20%
De 4 a 59% ” 7 ” 5 ” = 20%
De6a 79% 7 7 ” 2 ” = 8%
Raza Indigena
De 0 a 1,9% de Hb fetal 1 muestras = 10%
De2a 39% 7 7 ? 6 ” = 60¢
Deda 59% 7 7 ” 3 ? = 30%
De 6 a 7,9(/6 ”» ”» » S ” — _—

CUADRO N 2



PORCENTAJE

Hemoglobina Fetal en Sangre Umbilical

F. Raza Blanca Raza Mestiza Raza Indigena Totales

% Hb Nimero | % | Nimero | % Niimero % Niimero %

0 — 19| 47 |43.2| 56 36.6 15 484 118 40.3
20 — 39| 31 |[28.4]| 50 32.7 6 194 87 29.7
40 — 591 20 (183 28 18.3 6 194 b4 184
60 — 79 9 83| 16 10.5 8 9.6 28 9.6
80 — 99 2 13 3 1.9 1 3.2 6 2.0

Totales | 109 [100.0|] 153 100.0 31 [100.0 293 [100.0

GRAFICO 1

A
401
80
20 1
10 1
0 [ I

0—19 20 —89 40 — 59 60 — 179 80 — 99

% HEMOGLOBINA




PORCENTAJE

Hemoglobina Fetal en Sangre de Nifos de 21 dias

Hasta 2 Afios de Edad

F. Raza Blanca Raza Mestiza Raza Indigena Totales
% Hb  |Namero % Nimero % Numeto % Nimero %
0— 1,9 8 | 42. 13 52. 1 10. 22 41.
2 — 3,9 10 | 53. 5 20. 6 60. 21 39.
4 — 59 — | — 5 20. 3 30. 8 15.
6 —179 1 b. 2 8. — 3 b.
Totales | 19 |100.0] 25 100.0 10 [100.0 54 [100.0
GRAFICO N+ 2
40 1
30 -
20 -
107
0 -
0—19 2,89 4—5,9 6—179

% HEMOGLOBINA
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CONCLUSIONES

1¢ En las muestras de raza blanca
obtenidas de cordén, se observa
un mayor numero de casos en las
concentraciones de 0 a 199 de he-
moglobina fetal.

2° En las muestras de cordén per’e-
necientes a la raza mestiza, el nt-
mero mayor de muestras corres-
ponde igualmente a concentracio-
nes de 0 a 19% de hemoglob.na
fetal.

* En las muestras de cordén de ra-
za indigena, el mayor numero de
muestras corresponde también a
concentraciones de 0 a 199% de he-
moglobina fetal.

En las muestras de sangre veno-
sa obtenida de nihos de raza blan-

w

4

ca, de 21 dias a 2 anos de edad, el
mayor nimero correspondié a con-
centraciones de 2 a 3,9% de he-
moglobina fetal.

A

* En las muestras de sangre veno-
sa obtenida de nifios de raza mes-
tiza, comprendidos en las mismas
edades que el anterior grupo, el
mayor numero correspondié a
concentraciones de 0 a 1,9% de
hemoglobina fetal.

@

* En las muestras de sangre veno-
sa obtenidas de nifos de raza in-
digena, el mayor numero corres-
pondi6 a muestras comprendidas
entre 2 y 3,9% de hemoglobina
fetal.
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