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Hemoglobina: una molécula modelo para el investigador

Oscar AndrésPefiuela, M.D.*

RESUMEN

Se presenta la revision general sobre la hemoglobina, una de las proteinas més estudiadas y mejor caracterizadas. La gran
variedad de aspectos cientificos que incluye y laimportancia que juega en la biologia hace que, aunque los primeros estudios
cientificossehayan realizado desde el siglo XX, alin hoy aparezcan sorprendentes descubri mientosacercade estamol écul a, tales
como las nuevasglobinas, neuroglobinay citoglobinay lasllamativasinteracciones con el 6xido nitrico. Asimismo, el estudiode
las hemoglobinopatias constituye un gran reto paralamedicina moderna en lamedida en que pongaal servicio de sus pacientes
los resultados de lainvestigacion cientifica basica.

Palabras clave: Hemoglobina; Transporte de gases; Evolucion; Oxido nitrico.

Hemoglobin: a model molecule for research

SUMMARY

This paper has the objective to review hemoglobin, one of the most studied and characterized proteins. Hemoglobinisavery
important proteinin biology. Although thefirst paperswerewrittenin 19" century, today alot of amazing discoveriesare shown,
like new globins neuroglobin and cytoglobin and, nitric oxide interactions. In addition, hemoglobinopathies are a medicine's
challenge for applying basic research to the patient’ s attendance.

Key words: Hemoglobin; Blood gas transportation; Evolution; Nitric oxide.

Uno delos gjemplos més llamativos de larelevanciadel
procesoevol utivoy laeficienciadel ossistemashiol 6gicosse
encuentraen los eritrocitos. Unade susfuncionesvitaleses
su participacion en € intercambio gaseoso de oxigeno y
dioxidodecarbonoentrel ospulmonesy lostejidos. Lahemo-
globina(Hb), esel componente fundamenta de este proce-
so.

L ashemogl obinasson proteinasglobul ares, presentesen
loshematiesenaltasconcentraciones, quefijanoxigenoenlos
pulmones y lo transportan por lasangre hacialos tgjidosy
células que rodean € lecho capilar del sstemavascular. Al
volver alospulmones, desdelared decapilares, lahemoglo-
bina actlia como transportador de CO, y de protones”.

L ahemoglobinahajugadounpapel histéricoenlaquimica,
labiologiay lamedicina. En 1849 seconvirtié enlaprimera
proteinaen ser cristalizaday asociadacon unafunciéonfiso-
| 6gicaespecifica Ladiferenciamorfol dgicaentreloscrista:
lesdehemogl obinadediferentesorgani smosproporciond por
primeravez evidenciacontundenteacercadelaespecificidad
en la expresidn proteica entre las especies. Ademas, se
encuentraentre las primeras proteinas cuyo peso molecular

fue determinado correctamente. En 1958 se convirtié en la
primeraproteinaeucariotaen ser sintetizadainvitro, trabgo
guepermitidcomprobar queel mecanismodesintesisproteica
en eucariotasessimilar a de Escherichia coli. Su estructura
seestablecio en 1960°. El ARN mensgjero delaglobinafue
el primer mensgjero eucariotaen ser aidado* y en tener una
secuencia nucl edtida determinade®.

El descubrimientodequelaanemiadecé ulasfaciformes
es causada por € reemplazo de uno sélo delos 287 residuos
deaminoacidos, presentd por primeravezindiciosdequeuna
mutacion puntual enungenestructural puedecausar lasusti-
tuciéndeunaminoacidoenlaproteinacodificadapor estegen
y causar enfermedad®. De otro lado, € estudio delahemog-
lobina abrié campo a desarrollo de nuevos y sofisticados
métodos fisicosy € establecimiento de importantes teorias
sobrecooperatividady al osterismo’. Deigual forma, latransi -
cidndelasintes sdehemoglobinadesdelavidafeta alaadulta
esun gran giemplo dediferenciacion celular®.

El estudio de las hemoglobinas anormales ha permitido
claramente conocer la estrecha relacion entre los errores
genéticos, losdefectos proteicosy lasmanifestacionesclini-

*  EstudianteMaestriaenFisiologia, DivisiondeFisiologia, DivisiondeFisiol ogia, Facultad deMedicina, Universidad Nacional
deColombia, Bogoté, Colombia. e-mail: oapenuel ab@unal .edu.co
Recibido para publicacion agosto 3, 2004 Aprobado para publicacién junio 27, 2005

© 2005 Corporacién Editora Médica del Valle

Colomb Med 2005; 36: 215-225



Colombia Médica

cas que produce. Findmente, la distribucion de ciertas
hemoglobinasanormal escomo laHbS en regiones especifi-
casendémicasdemalaria, ilustraclaramentel osmecanismos
naturales de la evolucién y adaptacion antropoldgica
(polimorfismobalanceado).

GENETICA Y SINTESIS DE HEMOGLOBINA

Labiosintesis de la Hb guarda estrecha relacion con la
eritropoyesis. La expresion genéticay € contenido de Hb
acompafian ladiferenciacion delas unidadesformadoras de
colonias eritroides (UFC-E) en precursores eritroides. Cada
unade las cadenas poli peptidicas delaHb cuentacon genes
propios: a, 3, 8, Y, eLosgenesa y 3 sonindependientesy
seubican en cromosomasdistintos. El grupoa selocalizaen
e brazo corto del cromosoma 16 y contiene ademas laos
codificadoresdelacadenaz. El grupo 3 selocaizaend brazo
cortodel cromosoma 11 eincluyealosgenesdelascadenas
Gy, Ay, 0y €. Todos los genes funcionales de la globina
comparten una estructura general que consiste en 3 exones
(secuencias codificadoras) y 2 intrones o sectoresinterpues
tos (secuencias que no se traducen). La regién promotora
incluye alrededor de 100 pares de bases que preceden d
puntodecomienzodelatranscripcion(puntodeclivae). Tres
secuencias de estaregion sefijan ala ARN polimerasaque
catalizalasintesis de ARN mensgjero. Existen dos secuen-
ciasclavesenlainiciaciondelatranscripcion: TATAyY CAT;
las mutaciones que las afectan limitan la transcripcion de
ARNm. La porcion distal dd tercer exdén (AATAAA)
findliza la transcripcion. Solamente entre 5% a 10% del
materid genéticodeloseritroblastos setranscribe; losgenes
de la globina pertenecen a esta fraccion®.

Lasintessde ARN sellevaacabo bgjo lainfluenciade
grupos enziméticos denominados ARN polimerasas. La
transcripcion primariadd ARNm incluye copias detodala
secuenciadel ADN gendmico (intronesy exones). Antesde
sutransported citoplasmaseprocesapor clivgedd extremo
5, hay separacion de las secuencias transcriptas de los
intronesy poliadenilaciondel extremo 3’ . Estelltimopasoes
esencid en d transporte y estabilizacion citoplasméticadel
ARNmM. Lasegparacionimplicalaformaciondeasasene pre-
ARNmM, de manera que los extremos distales de los exones
(puntos dadores) se acerquen alos proximales de los subsi-
guientes exones (puntos receptores). Luego, los intrones
sufrenclivgjeenziméticoy lospuntosdadoresy receptoresse
sellan. L ospuntosdeconsenso sonsecuenci asdenucl edtidos
adyacentes que perfeccionan la sintesis dd ARNm. Las
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mutacionesqueinvol ucrantantol ospuntosdeunion, asi como
los de consenso, dteran la separacion y crean ARNm
anormales.

La causa mas comun de las hemoglobinopatias es la
mutacién puntual, esdecir, lasustitucién deun nucledtidode
ADN por otro, o que modifica d codigo genético y puede
inducir uncambio enunaminoécido delaglobinaresultante.
Por gemplo, laanemiade célulasfa ciformes (HbS), donde
€l &cidoglutamicosereemplazapor unavainaene aminoécido
6, queocupae tercer lugar del helicoide A delacadenaB: 36
(A3) Glu—Vd*.

La traduccion es un proceso ribosdmico en donde se
sintetiza una cadena polipeptidica de acuerdo con un patron
proporcionado por la secuencia de codones del ARNm.
Incluye cuatro etapas. activacion, enlaqueseformad ARN
de transferencia (ARNL); iniciacion, cuando € ARNt que
contienemetionina, sealineacon e codéniniciador AUGen
el ARNmde ribosoma; € ongaci 6n, dondecadaanticodéndel
ARNt se adosa a cada codon del ARNm. Los aminoécidos
del ARNt se adosan mediante un puente peptidico a otro
aminoacidoyaunidoal ribosoma. Finalmente, laterminacion
seproduce cuando sellegaaun codén definalizacion UAA,
lacadenapolipeptidicasecompletay seseparadel ribosoma.
Los polipéptidos libres forman de inmediato dimeros af y
tetrameros a3,

Lamaduracion de proeritroblastos a eritrocitos esta.con-
trolada positivamente por la hormona polipeptidica
eritropoyetina, que promuevetanto laproliferacion comola
sobrevida de los precursores eritroides. También, sobre la
superficie de dichos precursores, se encuentran unos recep-
tores que promueven laapoptosisy que son estimul ados por
enzimas denominadas caspasas. La activacion de estos
receptores (0 la deprivacion de eritropoyetina) conduce a
clivaje, por partedelas caspasas, deunaproteinaregulatoria
nuclear llamada GATA-1, indispensable para € proceso
eritropoyeético, lo que conduce aapoptosisy detencion dela
maduracién. Los receptores de «muerte celular» se han
denominado sistema Fas/FasL%°.

Laconganteinvestigacion acercadel osgenessobreslos
cudes actlia € factor de transcripcion genético GATA-1
condujo a descubrimiento de un gen expresado en atos
nivelesene eritroblasto, quecodificaunaproteinachaperona
denominadaAHSP (proteinaestabilizante de cadenaadfa) la
cua se une especificamente alas cadenas a, y cuyo papel
esta relacionado con la estabilizacion de dichas cadenas,
evitando que se precipiten formando inclusiones citoplas-
maticas (cuerpos de Heinz) que afectan a la membrana
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Gréfica 1. Caracterizaciéon espectrofotométrica de la Hb

celular y conducen alalisiseritrocitariatt.

El grupohemsesintetizaenvirtualmentetodosl ostejidos,
pero su sintesis es més pronunciada en lamédula 6seay €
higado, debido alanecesidad deincorporarloenlaHby los
citocromos, respectivamente. Es una molécula plana que
consta de un hierro ferroso y un anillo tetrapirrdlico, la
protoporfirinal X. Caracteristicamentedemuestraunabanda
a440 nm o de Soret y otras cuatro masen € espectrovisible
(Gréfical). El hemesunfactor fundamentd enlaregulacidn
de latasade sintesis de la globina'. Su principal efecto se
gerce en lainiciacion de la traduccion, donde bloguea la
acciondeuninhibidor delaproducciéndeglobina®®, También
participaen latranscripciony € procesamiento ddd ARNm.
Su papd enlasintesisproteicaen losmamiferos seextiende
més ala del eritrocito; en € tgido hepético y cerebra se
demuestran sustanciasquedependendel hem paracomenzar
laproduccion de proteinas™.

Normamente los eritrocitos envejecidos se degradan
haciael dial20devidaenlaméduladses, e higadoy € bazo.
En algunas circunstancias sin embargo, los eritocitos sufren
lissintravascular, liberandoHb, quepuedeser tdxicaparal os
tglidosamenosqueseremuevarapidamente. Lahaptoglobina
(Hp) esunaproteinaplasméaticaqueuneHblibre, atravésde
la formacion de un complegjo Hp-Hb. Este complegjo es
reconocido através de una proteina situada en la superficie
delos macréfagosy monocitos denominadaCD 163, permi-
tiendosudigestiony laseguidaliberacidndehierroy bilirrubina
Laexpresion deHpy CD163 estaregulada por proteinasde
fase agudacomo lainterleucina 6 (IL-6) sugiriendo quelas

enfermedadesinflamatorias crénicas serel acionan con ate-
raciones del metabolismo del hierro®.

ESTRUCTURA DE LA Hb

Las cuatro cadenas polipeptidicas de la Hb contienen
cadaunaun grupo prostético hem. Un grupo prostético esla
porcién no polipeptidica de una proteina. EI hem es una
mol éculade porfirinaque contiene un &omo de hierroensu
centro. El tipo de porfirinade laHb eslaprotoporfirinal X;
contiene dos grupos acidos propionicos, dosvinilosy cuatro
metiloscomo cadenaslateralesunidasal osanillospirrélicos
de la egtructura de la porfirina. El &omo de hierro se
encuentraen estado deoxidacionferroso (+2) y puedeformar
cinco o seisenlacesdecoordinaci ondependiendodelaunion
del O, (uotroligando) alaHb (oxiHb, desoxiHb). Cuatro de
estos enlaces se producen con losnitrogenos pirrdlicosdela
porfirinaenunplanohorizontd . El quintoenl acedecoordina:
cién serealizacond nitrégeno del imidazol deunahistidina
denominadahistidinaproxima . Finalmente, € sexto enlace
del atomo ferroso escon € O,, que ademas estaunido aun
segundoimidazol deunahigtidinadenominadahistidinadistal.
Tanto e quinto como & sexto enlace se encuentran en un
planoperpendicular a planodd anillodeporfirina(Figural).

L ascadenaspolipeptidicasacontienen 141 aminoécidos,
lasnoa 146 (B3, y, 0) y difierenenlasecuenciadeaminoécidos.
Se conoce desde hace décadas |a estructura primaria de las
cuatro cadenas de Hb normales'®. La estructura secundaria
es muy similar: cada una exhibe 8 segmentos helicoidales
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Figura 1. Estructuradel grupo hem

designados con lasletras A alaH. Entre €llos se encuentran
7 segmentos no helicoiddes: NA, AB, CD, EF, FG,GH Y
HC. Esta distincién es fundamental pues los segmentos
helicoidessonrigidosy lined es, mientrasquel osnohelicoidales
son flexibles. Como d hierro dd hem forma un puente
covalente con la higtidina proximal (F8) y € O, se une de
forma covalente d hemy alahigidinadista (E7), € hem
quedasuspendidoenunahendiduranopol ar entrel oshelicoides
EyF (Figura?2).

La difraccion de rayos X de dta resolucion permitio
conocer la naturaleza de los contactos intercatenarios de la

N—term

Figura 2. Estructura tridimensional de la hemoglobina
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Hb. Los que se establecen entre cadenas semejantes, es
decir, ala2 y 132 son limitados y de escasaimportancia.
Losprincipaescontactosson a1B1y alB2 quedeterminan
dosestructurascuaternarias. unaparalaoxiHby otraparala
desoxiHbY".

Laparte porfirinicadel hem se sitladentro de unabolsa
hidrofébica que se forma en cada una de las cadenas poli-
peptidicas. Lasestructurasobtenidaspor difraccion derayos
X muestran que en la bolsa del hem existen unas 80
interaccionesentre 18 amino&cidosy € hem. Lamayoriade
estasinteracciones no cova entes se presentan entre cadenas
apolares de aminoacidos y las regiones no polares de la
porfirina.

TRANSPORTE DE O, Y CO,

Lasangre necesitade un transportador de O, porque este
gashoessuficientementesolubleenel plasmasanguineopara
satisfacer las necesidades corporales. A 37°C, un litro de
sangre solo disuelve 2.3 ml de O,. Sin embargo, un litro de
sangre contiene 150 g de Hb, y como cada gramo de Hb
disuelve 1.34 ml de O, en total setransportan 200 ml de O,
por litro desangre. ESto es, 87 vecesmésdelo qued plasma
solo podriatransportar. Sin un transportador de O, como la
Hb, lasangretendriaquecircular 87 vecesmasrapido, loque
precisariaunabombadeatapresion, unflujoturbulentoy un
enormedesacopleventilacion-perfusion.

LarelacionentrelatensiondeO, y lasaturaciondelaHb
se describe mediante lacurvade saturacion delaoxiHb. La
afinidaddelaHbpor e O, seexpresaentérminosdel atension
de O, en que se produce una saturacion de 50% de la Hb
(P,,)- Este valor corresponde a 27 mm Hg
aproximadamente. De forma parecida a las
enzimas, una P atacorresponde aunaafini-
dad por e O, baja

Lacurvadedisociacion delaoxiHb delos
polipéptidoscon unasolaunidad hem, comola
mioglobinaeshiperbdlica. Asi, suafinidad por
&l O, esmayor que lade laHb, liberando O,
solamenteamuy bajastensionestisulares. Por
e contrario, la curva de disociacion de la
hemoglobina es sgmoidea. De estaforma, la
Hb esta saturada 98% en los pulmonesy sdlo
7 33% en los tgjidos, de manera que cede cas
70% de todo & O, que puede transportar. La
porciénmasempinadadelacurvaseencuentra
enlaszonasdebagjatensiondeO, delostejidos,
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loquesignificaquedisminucionesrel ativamentepequefiasen
latensionde O, danlugar agrandesincrementosenlacesion
deQ,. Sinembargo, pequefiasdisminucionesenlatensionde
O, en los pulmones (atitud moderada) no comprometen
seriamentel acapacidaddelaHbparafijar O,. Adiciona mente,
lacurvarevelaqueabgastensonesde O,, lafijacion de O,
esrelativamente débil (menor afinidad), mientrasqueaadltas
tensioneslafijacion esfuerte (mayor afinidad). Lo anterior
reflejael mecanismo de cooperatividad delaHb, por € cua
laligaduradel O,aunasubunidadelevalaafinidad delasotras
subunidades'®.

Laafinidad delaHb por e O, estainfluidapor unaserie
de variables que incluyen la concentracion de protones, €
CO,, latemperaturay € 2,3-difosfoglicerato(2,3-DPG)*. La
concentracionde ionhidrégenoinfluyesobrelaafinidaddela
Hb por & O,. El pH bajo desplazalacurvahacialaderecha,
facilitando la cesion de O,, mientras que € pH elevado la
desplaza hacia la izquierda. Esta modificacion se conoce
como efecto Bohr y se representa por la ecuacion:

HHb + O,<——=>HbO, + H+;

y demuestraque laoxigenacion delaHb aumentalaacidez,
odicho deotramanera, |ladesoxigenacion delaHb aumenta
labasicidad.

Latemperaturatienetambién un efectoimportante sobre
laafinidad delaHb por € O,. A temperaturas por debajo de
lanormd, lafijacion esmasfuerte, desplazandolacurvaala
izquierda; atemperaturaselevadaslafijacion sehacedéhil y
la curva se desplaza a la derecha.

Lahemogl obinamuestraademés un efecto heterotrépico
degran significacion biolégica. Esto implicasu interaccion
conel 2,3-DPG, d compuestofosforilado predominanteenel
eritrocito®. El 2,3-DPG funcionacomo un efector alostérico
paralaHb. Enlaconformaci 6ndesoxi (estructuracuaternaria
T, «tensar) existe una cavidad suficientemente grande para
admitir d 2,3-DPG entre las cadenas . Ademas, esta
cavidad estacargadapositivamente, fijandoasi unamol écula
de 2,3-DPG de carga hegativa. Cuando la Hb se oxigena,
asume una configuracion cuaternaria R, «relgjada». Los
fendmenosmol ecularesdeestecambiono sehan establecido
totalmente, pero a parecer implicaunaconfiguracién inter-
mediaentre Ry T. Laconversién finad aR seiniciaconla
fijacion de una molécula de O, alainteraccion a1B2y se
contintiaconladiminaciénde 2,3-DPGy ladisrupcidndelos
puentes salinos e interacciones hidréfobas en @ contacto
0132 formados en T2 Las variaciones de la concentracion
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ddl 2,3-DPG desempefian un papel fundamental en laadap-
tacion alahipoxia, de maneraque en la hipoxemiaaumenta
e 2,3-DPGeritrocitario, laafinidad por € oxigenodeclinay e
gporte alosteidos se facilite?.

El transporte eritrocitario de CO,, adiferenciadel trans-
porte de O,, no seredizapor union directaa hem, sino que
se relaciona estrechamente con e mantenimiento del pH
sanguineo. El CO, difundelibrementeenloseritrocitos, donde
laanhidrasa carbonica catdizalareaccion

CO,+H,0 <—>H,CO3

Laposteriorionizaciondel H,CO3enH+yHCO3-esuna
reaccion répiday espontaneaque generacantidades equivar
lentesde H+ y de HCO3-. El H+ generado seincorporaala
desoxiHb, proceso facilitado por € efecto Bohr. El bicarbo-
nato por suparte, difundeatravésdelamembranaeritrocitaria
y en parteseintercambiaconionesCl- dd plasma, mecanis-
modenominadodesplazamientodel cloruro. Asi setransporta
la mayoria del CO,. El restante, se transporta como CO,
disuelto(5%) y comocarbaminohemoglobina(15%), produc-
todelareacciondel CO, conlosgruposaminodelaHb, donde
Se generan entre 1 y 2 equivalentes de H+. La desoxiHb
forma compuestos carbamino més rapido que la oxiHb; la
oxigenacion produce liberacion del CO, fijado. Lacurvade
disociaciondel CO,esmaslineal queladel O, sobretodoen
el rango fisiol 6gico 40-60 mm Hg. LadesoxiHbtienemayor
afinidad por e CO, acausade! efectoBohr. El desplazamien-
to de la curva (efecto Haldane) favorece lafijacion de CO,
enlostgidosy suliberacion enlospulmones.

LaHb ademésdetransportar O,y CO,, juegatambiénun
papel fundamenta enlaregulaciéndel pH sanguineo. Estose
realiza por medio de dos mecanismos. El primero sedebea
losgruposionizablesdelaHb (imidazol esdelas38 histidinas
por tetrdmero), que junto con los fosfatos organicos de los
eritrocitosy las proteinas plasméti cas suman 60% del amor-
tiguamiento sanguineo. El resto del &cido que se produce a
partir del transporte de CO, (40%) es absorbido por laHb a
través del transporte isohidrico de CO,, que corresponde al
segundo mecanismoy se basaen lacapacidad delaHb para
captar H+ sin cambio en € pH.

HEMOGLOBINA NORMAL Y SUS VARIANTES
Para operar como vehiculo de intercambio gaseoso, la

hemoglobina (Hb) debe satisfacer ciertos requerimientos
basicos como son: ser capaz de transportar cantidades
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considerabl esdeoxigeno; ser muy sol uble; captar y descartar
oxigeno apresionesapropiadasy, ser un buen amortiguador.
Mas del 95% de la hemoglobina del adulto y de los nifios
mayores de 7 meses es A (HbA). Su estructura se designa
como a3, paraindicar que posee dos cadenas a y dos 3.
L os adultos normales también tienen un 2-3% de HbA , la
cual estdcompuestapor doscadenasa comolasdelaHbA,
y dos cadenas 8. Se representa como a.0,. Las cadenas 6
son diferentesdelas cadenas 3 y estén bajo control genético
independiente. Norma mentetambién existen diversasespe-
ciesdeHbA modificada; sedesignancomoAlal,Ala2, Alb
y Alc, y se deben amodificaciones postraduccionalesdela
Hb con diversos azlicares como glucosa-6-fosfato. La mas
importante cuantitativamente eslaHb Alc. Provienedela
fijacién covalente de un resto de la glucosa a extremo N-
terminal de la cadena (. La reaccion no es catalizada
enzimaticamente, dependiendo entonces su velocidad de la
concentracion de glucosa. Por tanto, laHb Alc constituye
unamedidadtil del control del ospaci entesdiabéticosdurante
los dias 0 semanas previos alatoma de la muestra.

LaHbfeta (HbF), esel componenteprincipal delaHbdel
recién nacido. Posee dos cadenas y en lugar de dos cadenas
By serepresenta ay,. La HbF esta adaptada a ambiente
materno-fetal. Hadefijar € oxigeno mucho mésfuerte para
competir por € O, con la HbA materna (su curva de
saturacion esta desplazada alaizquierda). Esto se consigue
gracias a que dos de los grupos que recubren la cavidad de
fijaciénde2,3-difosfoglicerato (DPG) tienen cadenaslatera-
lesneutras, adiferenciadelaHbA en laque estén cargadas
positivamente. Lo anterior hace que e DPG, cargado nega
tivamente, sesunamenosalaHbFy enlugar dedllo, sefijemés
fuerte & O,. Ademas, entre 15% y 20% de la HbF esta
acetilada en sus N-termindles y se denomina HbF1; esta
variante no fijaDPG! (Cuadro 1).

Las hemoglobinas Gower |, Gower Il y Portland son
embrionariasy silo aparecen durante e primer trimestre de
gestacion®. LaHb Gower |1 eslamésimportantey alcanza
entre 50% y 60% de todalaHb embrionaria. Al parecer las
cadenas polipeptidicas epsilon (€) y zeta (2) sesintetizan en
€l saco vitelino. Las cadenas 3, €, y, destén codificadas por
un gendel cromosoma1l; laszy o por un gen del extremo
5" del cromosoma 16.

EVOLUCION NATURAL

L as hemoglobinas estan presentes entodoslosreinos de
lanaturaleza con particul ares especidizaciones de acuerdo
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Cuadrol
Hemoglobinas humanas

Nominacion Composicion Proporcién
adultos (%) neonatos (%)
HbA aB, 97 20
HbA, a0, 2.5 0.5
HoF ay, <1 80

con lasneces dades de cada organismo. Se pueden sintetizar
grandes cantidades de hemoglobina en células especidiza
das, como los eritrocitos, cuando es necesario transportar
eficientemente O, a Sitios especiaes de intensa actividad
respiratoria. También se generan cantidades peguefias de
proteinascomolamioglobinay lahemoglobinanosimbidtica
de las plantas cuando es necesario un rpido sistema
intracel ular deliberacion de O,, como enlamitocondriao &l
cloroplasto?. Cuando € sistemade transporte de €l ectrones
noestédseparadodel compartimientointracelular,comoenlas
bacterias, lashemogl obinaspueden ser usadas, bgjocondicio-
neshipdxicas, paraliberar oxigenocomoaceptor termind de
electrones. Por tanto, existe unaconexidn evol utivaentrelas
hemoglobinas quetransportan O,, los citocromos que pasan
electronesatravésdelacadenarespiratoriay lafotosintesis,
y las demés hemoproteinas que catalizan reacciones redox.
Quiza 1.800 millones de afios atras los anillos de porfirina
unidosaun metal evolucionaronjunto conlafotosintesisy la
consiguiente aparicion del O, enlaaimdsfera, apartir deun
gen ancestral comun (Figura 3).
Prontoenlaevolucidnseincorpordlautilidaddel osanillos
de porfirina unidos a un metal para la transferencia de
electrones. Tal esd caso delos citocromos que transportan
electrones en la cadena respiratoria, u otras hemoproteinas
gue catalizan una clase variada de reacciones de 6xido-
reduccién. Aun en la fotosintesis, los anillos de porfirina
transportanlos el ectronesgeneradosapartir delaluz solary
€l aguaparaluego generar ATP. Otrashemoproteinassehan
adaptadoparaunir reversiblemented oxigenogeneradoenla
fotosintesisy transportarlo acadacéluladetodoslosgrupos
de organismos: procariotas, hongos, plantasy animaes*= .,
Lahemoglobinaanimal puede ser fécilmente aidadaen
formatetramérica, conteniendo dos cadenas polipeptidicas
a-globinay dosB-globina. Cadamondmerodegl obinaposee
ungrupo prostético hem. Lasecuenciadeaminoacidosdelas
cadenasa y 3 globinasonidénticasen50%, indicandoquel os
dosgenesquelascodifican son descendientesdeun ancestro
comun, 450 millones de afios atras. Estudios posteriores®?
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Figura 3. Evolucion del gen de la hemoglobina (ma: millones de afios)

encontraronhemoglobinasendiferentesinvertebrados: artr6-
podos, andlidos y nemétodos. Estas hemoglobinas estan
relacionadas claramente con las hemoglobinas de los
vertebradosen cuanto asu estructuraprimaria, loquesugiere
ungen ancestral comun paravertebradoseinvertebrados, de
670 millones de afios™.

Lasplantasutilizan lahemoglobinaparaunir y transferir
oxigenoalasmitocondriasdurantelarespiracion. Fuedescu-
biertaen los ndédulos de las raices de las legumbres®. Estos
nodul os representan una actividad simbiética con bacterias
Rhizobiumquepermitenlafijaci on(reduccidn) del nitrégeno
atmosférico paralaeventua sintesisde aminoécidosparala
planta. Este proceso requieregrandes cantidades deenergia;
losnédul oscontienenunaabundantehemogl obinadenomina-
daleghemoglobina, que facilitala difusion de oxigeno ala
cadena respiratoria bacteriana. Ademés, congtituye un me-
canismo de secuestro de oxigeno, que mantiene a sistema
reductor denitrogeno librede oxigeno, € cual eslesivo para

dichamaquinaria. Aungquelasecuenciadeaminoacidosdelas
leghemogl obinas difiere en 80% delashemoglobinasdelos
vertebrados, sus estructurastridimensional es son idénticas.

El descubrimiento dehemogl obinasenunagranvariedad
deplantas soportadl modelo delaleghemoglobinacomoun
productoespecidizadodeungencomUnpropiodelasplantas,
guecodificaparahemoglobina. Lapresenciadehemoglobinas,
digtintas a la leghemoglobina, en plantas no leguminosas
(Parasponia andersonni) esta relacionada también con la
fijacionsimbi Gticadenitrogeno. Sinembargo, estudiosposte-
rioresdemostraronlaexistenciadehemogl obinaextranodul ar
confuncionesnosimbidticas, posi blementerelacionadascon
e transporte de O, en la planta Trema tomentosa™. Se
describen entoncesdosti posdehemoglobinasenlasplantas:
simbi Gticasy nosimbidti cas, codificadaspor ungenancestral
y a parecer comincon el genanimal® 1500 millonesdeafios
atras.

Variosestudios confirman que el gen delahemoglobina
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es verdaderamente ancestral y precede a la divergencia de
procariotas y eucariotas. Dicho gen se encuentra en
protozoarios como la Tetrahymenea y € Paramecium, asi
como enlasagas Chlamydomonas. Hasufrido alolargo de
laevoluciénmodificacionesdiferencia esensusintronespero
ha conservado la funcién de codificar una proteina que
transportay liberaO,. Lalevadura Saccharomyces presenta
unaflavohemoglobinad parecer relacionadacon funciones
deregulaciény sefializacion celular®. El nematodo Ascaris
suum, poseeunahemogl obinaquecatalizaladesoxigenacion
dependiente de 6xido nitrico, manteniendo plenamente la
oxidacion mitocondrial anaerdbicaanivel intestinal®. Dela
misma forma, se han encontrado hemoglobinas en muchas
bacterias entre las que se incluyen Escherichia coli,
Alcaligenes eutrophus, Vitreoscilla, Nostroc commune,
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium smegmatis,
entre otras, donde cumplen funciones como la catdlisis de
reacciones redox, € transporte y liberacion de O, y
metabolismodel oxidonitrico.

NUEVAS GLOBINAS

Recientemente se ha descubierto, en las secuencias de
ADN complementario, untercer tipo deglobinaenratonesy
en humanos denominada neuroglobina (NGB)®. El gen
codificaenambasespeci es, unaproteinade 151 aminoacidos
(masamolecular de17,000). Dichaproteinaesen 94%similar
entred ratény e hombre, mientrasquelasimilitud deéstacon
laHb y la mioglobina humana es de tan solo 25% y 21%
respectivamente. Lo anterior sugiere que es una proteina
atamente conservadaatravésdelaevolucién (670 millones
de afios gproximadamente) y que, aungue hace parte de la
superfamiliadelasglobinas, tiene unafuncién diferente. Se
demostrod espectroscopicamente, que laNGB eslaprimera
hemogl obinahexacoordinadacaracterizadaenvertebrados™.
L ahexacoordinaci énesunmecanismoqueregulalaunionde
ligando conlasproteinashémicas, atravésdelacompeticion
entre un ligando externo y uno interno por una cadena de
aminoacidos (higtidina digtal). Con base en lo anterior se
sugieren diversasfuncionesdelaNGB: como transportador
de O,y facilitador de su difusion a la mitocondria; como
enzima, facilitando lageneracion glicoliticade ATP, como
sensor de O,; y como detoxificador de 6xido nitrico®.

El andlisis del patron de expresion en diferentes tgjidos
resalta una mayor presencia de NGB en € cerebro, sobre
todo en € [6bulo frontal, € nlcleo subtaldmicoy € tdlamo
(Cuadro 2). Laconcentracion de esta proteinaen € cerebro
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Cuadro 2
Expresiontisularde NGB

Tejido cerebral Expresion (%) Otros tejidos  Expresion (%)

Nucleo subtalamico 100 Hipdfisis 62
Loébulo frontal 73 Apéndice 25
Talamo 73 Glandula adrenal 21
Polo occipital 70 Pulmén 19
Cerebro fetal 34 Colon 10

del ratén esmenor a0.01% del contenido proteico total. La
NGB seexpresacomounmonémeroqueunereversiblemente
O,. Suespectrodeabsorciontienetrespicosen424, 528y 558
nmenlaformadesoxi-NGB, y un solo pico en413 nm como
oxi-NGB. Aunquelospicosend ultravioletasonsimilaresa
losdeotrasglobinas, €l espectrovisibleesinusud, eindicala
presenciade un grupo hem de bajo spin, como & observado
en lasfibras nerviosas del molusco Spisula solidissma. La
NGB recombinantetiene unaafinidad por & O,de1.9a2.3
torr, muy superior aladelaHb de mamiferos (27 torr), pero
inferior aladelamioglobina(1 torr). El gen delaNGB esta
ubicado en 14g24. poseetresintronesenlasposicionesB12-
2 (hélice B, aminoacido 12, codén 2), E11-0 y G7-0. Los
intrones B12-2 y G7-0 se conservan en las hemoglobinasy
mioglobinasdel osvertebradosy deotrasfamiliastaxondmices.
El intron central, E11-0, puede representar un caso de
adquisiciénindependientedeunintron.

La presenciade un tercer tipo de globina, congtituye un
importante modelo para € estudio de la evolucidn de las
especies. Adicionalmente, constituyeunaproteinaespeciali-
zada en incrementar lapresion de O, en tejidos especificos,
diferentesal musculo. Sinembargo, sehan observadoglobinas
end sistemanerviosodesubfamiliasdeinvertebrados, como
andlidos, moluscosy nemétodos. L aspropiedadesdeuniénde
O, delaNGB son semgjantes alas de la mioglobina de los
vertebrados, o que sugiere unafuncion similar, peroanivel
cerebra. A pesar de su bgja concentracion, laNGB puede
suplir de O, a cerebro, atravesando la barrera hematoen-
cefédlica

Aligua quelaNGB, lacitoglobina(Cygb) fueencontrada
enlasbasesdedatosde ADN complementario del ratény e
humano®. LosandisisfilogenéticossugierenquelaCygby
lamioglobinaforman un clan comdn dentro del arbol delas
globinas de los vertebrados. Estos genes se separaron hace
aproximadamente 450 millones de afios. En este escenario
evolutivo, lamioglobinapareceser unaespecializacionmus-
cular deunaglobinaintracelular quetieneunaampliadistri-
bucién tisular y una funcién general. El gen de la Cygb se
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encuentraen 17g25. Laconservacién delassecuenciasentre
laCygbderatdny lahumanaesde 96%. L osresiduosclaves
enlaestructuray funcionrespiratoriadel asglobinas, PheCD1,
HisE7 eHisF8, estan conservadosenlaCygb. Ademas, esta
proteina pertenece a las hemoglobinas hexacoordinadas
recientemente descritas.

El papd fisiol 6gicodel ashemogl obinaspentacoordinadas
delosvertebrados estabien definido: € transporte de O, por
laHby ladifusionfacilitaday el dmacenamientodeO, por la
mioglobina. Sinembargo, estasituacion esmenosclarapara
lashemogl obinashexacoordinadas. Al parecer, tantolaNGB
como laCygb, comparten las mismas propi edades estructu-
ralesy fisolOgicas®.

OXIDACION Y REDUCCION

L aoxihemogl obinaen solucion seautoxiday transforma
en metahemoglobina (metHb-Fe+3). Sin embargo, paralo-
grar la fijacion reversible del O, e hierro del hem debe
mantenerse en estado reducido (Ferroso, Fe+2) apesar dela
exposi cidnadiversosoxidantesenddgenosoexdgencs. Entre
estos se encuentran ciertos medicamentos oxidantesy algu-
nastoxinas. Paraevitar lainactivacion funciond delaHb, e
eritrocito cuenta con una eficiente maquinaria reductora.

La oxidacion de la Hb es escalonada. Los compuestos
intermedios se denominan hibridos de valencia y son €
resultado de la liberacion de O, molecular por parte de la
oxiHbqueterminagenerandoanionessuperéxidooperoxido
queoxidan entoncesel hierro Fet2 aFe+3. Normalmentese
genera 0.5% a 3% de metHb a dia®.

A medidaqueladesnaturali zacion progresa, lametHb se
convierte en hemicromos. EStos aparecen cuando la sexta
posi ciéndecoordinaciondd hierroseunedemaneracovaente
conunligando enlamoléculade Hb (hitidinadistal-E7), 1o
guedistorsionalaestructuraterciaria. Loshemicromos pue-
den ser reversiblesoirreversibles dependiendo del grado de
distorsiondelamoléculadeHby lacapacidad potencial dela
enzima metahemoglobina reductasa de reducirlos. Cuando
losfendmenasoxidativosfacilitanladisrupcidndel oscontac-
tosa, 3., seproducel adisociaciondel ascadenaspolipeptidicas
en dimeros y mondmeros que precipitan y congtituyen las
inclusi onescocoidesi ntraeritrocitariasdenominadascuerpos
de Heinz, que se unen alamembranay acortan lavida del
glébulorojot.

Lareduccién de la metHb se produce basicamente por
acciondelaenzimacitocromobmetahemoglobinareductasa
(67% de participacion), que opera en presencia de dos
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portadores de electrones, @ citocromoby e NADH+H. La
reduccién también se produce por otros agentes como €
acido ascorbico (16%), @ glutation (12%) y la enzima
NADPH-flavina reductasa (5%). Las pruebas in vitro
demuestran que la metahemoglobina reductasa es e factor
limitante de lareduccion de metHb. El gen selocdizaen €
cromosoma22* y su deficienciase asociaclinicamente con
metahemoglobinemia®.

A medida que € O, sufre reducciones univalentes, se
generan especies reactivas que constituyen los oxidantes
responsablesdeladesnaturalizacion, nosdlodelaHb, sinode
los demas componenteseritrocitarios, talescomo loslipidos
delamembrana, lo cual conducealisiscelular®. Entreestos
derivadosestan|osanionessuperdxido, peroxidoy losradica
leshidroxilo. Paraevitar enal gunamedi daestedafio oxidetivo,
€l organismo cuentacon ciertosmecanismosqueimpidenla
acumul acidndeestastoxinas; a gunosseubicandentrodelos
eritrocitos. Dentro de estos se encuentran: la superéxido
dismutasa, que catdiza la dismutacion del superdxido a
oxigeno molecular y peréxido; la catalasa, que separa a
peréxidodehidrégenoenaguay oxigenomolecular. Ademas
interacttiacon lamembranaen formadependiente del Ca+2
y € pH y funciona como un reservorio de NADPH¥, y
finalmente, laglutatién peroxidasa, principa selenoproteina
del organismo (hechoqueexplicaposiblementel aspropieda
des antioxidantes de este micronutriente)®®, que cataliza la
conversion de perdxido a agua, oxidando € glutation. La
alteraciéngenéticadel agl utati 6n peroxidasaprovocaanemia
hemalitica inducida por medicamentos. El glutation es €
cofactor fundamenta delaglutation peroxidasa. Constituye
ademés d principal agente reductor de los eritrocitosy su
sintesis requiere de dos reacciones:

1. Acido glutamico + cisteina
2. y-glutamil-cisteina + glicina

> y-glutamil-cisteina
> GSH

La primera reaccion esta catdizada por la glutamil-
cisteinasintetasay lasegundapor laglutation sintetasa®. El
proceso queevitalaoxidacion delaHb requierelaoxidacion
dd glutatién reducido (GSH) a glutatién oxidado (GSSG).
Paraelloesnecesariouns stemaguemantengaunsuministro
continuo de GSH. Este sistema esta representado por la
glutation reductasa, que cataliza la reduccion de GSSG a
GSH, conlaparticipaciéndel NADPH, producidoenlaviade
laspentosasfosfato. Cualquier ateracién en algunapartede
esta via de sintess dd GSH conduce eventualmente a
hemdliss
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HEMOGLOBINA Y OXIDO NITRICO (NO)

El 6xidonitricoesunmensgjerobiol dgicoqueparticipaen
laneurotransmision, enlaregulacidnvascular y enlarespues-
tainmune. Esproducidopor muchostiposdecé ulascomolas
neuronas, €l endotelio, lascd ulasmuscul areslisasvascul ares
ylosmacrdéfagos. ReaccionaconladesoxiHby laoxiHb para
formar nitrosilHb (HbNO) y metHb mas nitrato, respectiva-
mente. Las constantes de estas reacciones estan en € orden
de 3-5 x10°M1.S?, que significaunavida mediade 1 piseg
parael NO. Con estavidatan corta, laconcentracion deNO
no seria suficiente para activar a la guanilato ciclasay no
produciriasusconocidosefectosdevasodilatacion. Ademés,
la Hb libre se ha presentado como un «barrendero» muy
eficientedeNO, loquedisminuyealinméslabiodisponibilidad
de este mensgero. Sin embargo, normalmente la Hb esta
encapsuladaen loseritrocitos, permitiendo preservar lafun-
ciéndelamoléculadeNO por variosmecanismosfisioldgicos
aun no entendidos del todo.

Varias teorias intentan explicar este fendmeno. Una de
ellas, establecequed NO entraend eritrocito uniéndosede
manera cooperativa a hem de la Hb, formando HbNO,
limitando entonces la formacion de metHb®. Luego, la
HbNO transfiere e NO alos grupostiol (-SH) de 293Cys
paraformar S-NitrosoHb (SNO-Hb). LaS-nitrosilaciondela
Hb ocurre sobre todo en laestructura R (altatension de O,
-pulmones-), mientrasquelaliberaciondel NO seproduceen
la transicion a la estructura T (bgjas tensiones de O, -
capilares-). Después, d NO seexporta, como un equivalente
de NO bioactivo (X-SNO), ala membrana dd eritrocito a
través de una proteina de intercambio anidnico, labanda 3.
Asi, € intercambio de grupos NO entre SNO-Hb y la
membrana eritrocitaria est gobernado por latension de O,
(PO,): loseritrocitosdilatan| osvasossanguineosabajasPO,,
siendorequeridalaproduccidndenitroso-tioles(SNO) anivel
de la membrana eritrocitariab®2.

Se establece ademas que la bioactividad del NO se
preservagracias alimitaciones en las interacciones entre el
NO y € eritrocito. Estas barreras incluyen: 1) la propia
membrana eritrocitaria®®; 2) unacapalibre de eritrocitos en
losvasossanguineosinducidapor € flujolaminar desangre™
y 3) d citoesgquel etoeritrocitario®. Deestaformasel ograque
& consumo de NO por parte del eritrocito sea aproximada
mente 800 veces menor que & consumo por parte delaHb
libre.

Finamente, cabeanotar queaunguelahemoglobinaesla
proteinamejor caracterizada en todos sus aspectos, y quese
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haconsolidado como un model o de estudio en biogquimicay
fisologia, todavia falta mucho por descubrir acerca de su
funcidny de susinteracciones con otras moléculas. Cuando
seal canceesteconacimiento sepodran desarrollar omejorar
nuevasestrategiasterapéuticas, por g emplo, lossudtitutosde
lasangre en e campo delamedicinatransfusiond, lasobre
expresi 6ndelachaperonadelahemogl obinaenpacientescon
[3-talasemiay € usoterapéuticodel NOy delasproteinasque
seexpresan en condiciones de hipoxia-isgquemia.
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