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Con este proyecto, la Universidad se vincula
al desarrollo agrario del Huila y del Fa|s apor-
tando soluciones concretas a o3 problemas real- -li
mente sentidos por las comunidades.
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El presente trabajo fue realizado por estudiantes del segundo semestre del Programa de

Medicina de la Universidad Surcolombiana, con el fin de dar cumplimiento al trabajo experimen-

tal correspondiente a ia asignatura de Bioquimica, bajo la direccién de los docentes Reynaldr

Emilio Polo L. y José B. Granja. Este estudio fue presentado en la primera reunidn cientifica
del grupo de Biociencias que se realiz6 en la mencionada Institucién.

RESUMEN-"

3e eStl%dI(') £l comportamiento electroforético
el rﬁcmon?s roteicas presentes en solucio-
nes de emolg ina, exirajdas de n]uestras e
s?n re co?gu : ?d ulr ”n . laboratorio
clinico de H?s ifal General de Neiva. Lla elec-
H-O oresis en faminas de acetato egeluosa e
icho extracto, me |aPte el emﬁIeYO e un Siste-
ma amortiguador de fosfato pH 7.8 y 10'm

@ermltlo a4 5ep ramon de 6-9 componentes con
|veﬁsa movilidad, (ilectgo orética. La tecnica
eer eada permitio la obtencion de 2 nPevos
ompanentes c?n escasa_(casl nula) movilidag.
e (etermino la comEosml n cuantltatNﬁ g
as Tracciones presente Iog

eI]e estrato%s& a
ur] Eo,rcenlla&ed*nayor de a raccion HbA2 ¢
relacion a los datos obtenidos por otros grupos.
INTRODUCCION »

Las protejnas ocupan un quar importante en la
comRosmlgn quimica de Ta sangre. Durante
muchos afos se viene estudiando el contenido
profeico de ésta desde el punto de vista tanto
cualitativo como cuantitativo con el fin de
establecer cual es el comportamignto de estas
sustancias en nuestro organismo. Para la obten-
cion de resultados exactos acerca de la compo-
sicion de la sangre es indispensable emplear en
nuestro medio, métodos modernos de investi-
gacion. Una interpretacion adecuada de los
resultados obtenidos por estos metodos permite
establecer diferencias confiables en lo que con-
cierne a cantidad y propiedades fisico-quimicas
de las proteinas sanguineas presentes en indivi-
duos normales y. sujetos en estado patologico.
Entre los metodos que permiten caracterizar

estos compuestos nitrogenados figura el de elec-
troforesis en laminas de acetatd de celulosa.
Este metodo es uno de los mus comodos y rapl-
dos gue s em(g)lfan,ﬁara el diagnostico de enfer-
medades hemoglobin cas (2-3). _

‘La realizacion de\ presente traoajo estaha
orientada fundamentalmente hacia la normali-
zacion de un metodo que nos permitiera hallar
K cuantificar las diferentes clases de hemoglobi-

as sanguineas.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio empleamos muestras de sangre
coagulada que optuvimos en el laboratorio
clinico del "Hospital General de Neiva. Este
material inicialmente lo centrifugamos aproxi-
madamente a 1000 gy desechanios el sobrena-
dante. La solucion dé hemoglobina la obtuvi-
maos. par el método descrito”en el manual de
Origjovich. _

La electroforesis, el coloreado y el revelado
de las laminas de acetato de celulosa lo llevamos
a cabo por una variante del método_descrito pur
Kohn. Nosotros empleamos la técnica recomen-
dada por el Sstema Nacional de Salud, la cual
se usa en diversos laboratorios clinicos en
nuestro pais.. La gnica modificacion que_le hici-
mos al mencionado procedimiento consistia en
que en lugar de utilizar buffer veronal emplea-
F(])?ﬁl\}lm amortiguador de fosfatos pH — 7.8y

Las cantidades necesarjas de los respectivos
fosfatos para la P,reparamon de este tampon las
calculﬂ)mos apartir de la ecuacion de Henderson
Hasselbach.



RESULTADOS OBTENIDOS Y x
DISCUSION

De acuerdo con los datos obtenidos en el densi-
tometro, (ver flﬁura) las fracciones proteicas de
la solucion de emo%ﬂoblna se separaron en 6-9
componentes con diversa movilidad electrofo-
rética, Los ?ensnogramas siempre mostrarog
inicialmente los picas 'y 11 de escasa movilida
(casi nula), los cuales Corresponden probable-
mente a proteinas de naturaleza no herminica
ya que otros autores al emplear colorantes espe-
¢lficos para Pr,otemas herminicas, como Por
ejemplo” bencldina, no obtuvieron dichas frac-
clones.  Nosotros no emRIeamos este “PO de
colorantes puesto que en nuestra catedra tan
sol?_ logramos conselguw ro&o de P]or\ceal Eara la
realizacion de nuestfo frabajo. En algunas ofras
separaciones electroforélicas que hicimos obtu-
vimos estos dos primeros picos fusionados for-
mando un solo BICO asimétrico.

Las zonas que producen los picos Il y IV
corresponden a proteinas di naturaleza no he*
minica obtenidas también por otros autores y
conocidas con el nombre de protejcas X. Casl
siempre la band? d(?l pico 11 se coJoreaba as
debifmente que la del 1V como podemos dedu-
cir de los resultados que se muestran en la
tabla. Segln ha sido reportado estas fracciones
no son ‘Importantes para el diagnostico de
tiemoglobinopatias.
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be?un algynos autores_el_vglor prom?dlo
para fa fraccion V en un individuo normal no
sobrepasa el 4o», sinembargo como puede verse
en la tabla nosotros obtuvimos valores gara este
comgonente comprendidos entre el 6.661*10 y
el 10.7896, estas diferencias posiblemente pue-
den deberse a _?u_e la banda que obtuvimos no
solo esté constitujda por hemoglobma A2, sino
que ademfxs de ella exjstan otr0s compon%nte,s
con_movilidad electroforetica similar a HbAJj.

& factible que aguellos componentes sean simi-
lares a otros r%pollados en |a literatura como
por ejemplo HO, HbE o HOC. ES importante
sefialar que valores por encima del 49" para esta
fraccion” son utilizados por los genetistas para
supoper la resencu1 de t1olasem|as puesto que
no disponemos de la Infraestructura necesaria
no Iogramos emplear metodos electroforéticos
de mayor resolucion tales como la elecfrofore-
sis en geles con el fin de obtener un mejor frac-
cionamiento del co_mPone_nte V. .

_ Desgues del quinto pico casi siempre obty-
vimos 2 componentes VI'y VII, los cuales de
acuerdo con su movilidad corresgonden a_las
denominadas hemoglobinas Sy F respectiva-
mente. En algunos casos no hallamos ‘el pico
que corresponde a HoF, por esta razon tal vez
es por lo que no se recomienda a nivel de
laboratorio clinico hacer determinacion cuanti-
tativa de HbF por este método, Consideramos
sin embargo que la eleciroforesis horizontal en *



_es de poliacrilamida, que permite la utiliza-
cion de mas cantidad de muestra y ademas una
mejor reaoluuon godna suministrar datos mas
precisos de esta proteina.

. Por delgnte,de los com_gonentes,\/,l y Vil
siempre  obtuvimos un pIco asimétrico que
corresgonde a una_ bandi, que se coloreaba
Intensamente con rojo de Ponceau_y cuk/,o por-
centaje en (Ijasolumon de hemoglobing esta eran-
prendido, de acuerdo con nuestros datos entre
el 60.78"b y el 70.69°0 (ver tabla). Por su
forma podemos decir que dicho pico correspon-
de a una mezcla de varios componentes. EHe
acuerdo con algunos autores dicho pico repre-
senta una mezcla de hemoglobina Ay As. Etebl-
do a que la fraccion Aes mucho mas abundante,
a que no es muy clarq el origen de la fraccion
A3 ly a que este Ultimo componente no s
emplea con fines de diagnostico, en las determi-
naciones cuantitativas Ia fraccion Az se fusiona
al componente A _

En unos gocos electroforlgramas por de.ante
del componente_ mayor encontramos una panda
dificilmente visible cuga presencia la confirm@-
bamos con ayuda del densitograma (ver figura),
en ninguno “de los articulo$ copsultado$ por
notgolt)gonsdgallamos dato alguno relacionado con

TABLA 1 COMPOSICION PROTEICA DE LA
m SOLUCION DE HEMOGLOBINA FRACCIO
NADA.

PICO PORCE NTAJES OBTENIDOS (%)
Dejde
I 1.15
ow
\Y 0.43 %}8
V 6.61 10.78
a4
1.20
VIl 60.78 .'
IX 0.43 78?%

Los datos que obtuvimos con relacion a la
composicion cuantifativa ﬂe cadf fraccion en la
denomjnada solucion de hemgglobina variaron
para distintas muestras en un intervalo no muy
significativo. Los datos limite para cada banda
aparecen en ' tabla, Los percentajes que obtu-
vimos para HbA estan ligeramente’ aumentadas
con relacion a los que aParecen en la literatura;
esto probablemente esta relacionado con la

Adlferﬁnc%a en. los metodos empleados para colo-
rear las fracciones proteicas.

CONCLUSIO es

—Empleandg un sistema continuo de electrofo-
resis en laminas de acetato de celulosa logramos
separar 6-9 componentes proteicos presentes en
la folu 10n obtenida de "hemoglobina, de los
cuales dos corresPonden a fracciones aun no re-
portadas en la literatura. Queda todavia por
establecer la naturaleza de estas handas_que

>rresponden a los picos 1y 11 del grafico. Estas
fracciones en el sistema amiortiguador empleado
Perta}(c:glcamente carecen de movilidad electrofo-

Experimentalmente comgro,bamos que se
Pueden Qbtener valores por encima del 4°fo para
a fraccion HbA2 en individuos normales, luego
el diagnostico de tolasemias, por determinacion
porcentual de este componente, debe hacerse
desgues de un estudio muy detallado de la his-
toria clinica del paciente.

Es diticjl cuantificar HbF,IﬁJor este métodp,
debido la Ia,baba %oncentracw de esta fraccion
en la solucion e hemoglooina.

_Para_ terminar queremos expresai uueotms
mas sinceros agradecimientos a la doctor
Martha  Borrero,” Directora del laboratorio
Clinico del Hospital General de Neiva y a todo
el personal de dicha seccion, por la colabora-
cion prindada en la obtencion de muestras y
ademas gor su_parficipacion activa en la reali-
zaclon ae este estudio.
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