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RESUMEN

Las hemoglobinopatias constituyen un amplio grupo de
desodrdenes hereditarios autosomicos recesivos ampliamente
distribuidos alrededor del mundo. La poblacién venezolana es
una mezcla de tres grandes ramas: indios, espafioles y africanos;
la presencia de variantes hemoglobinicas, principalmente
HbS y HbC, esta intimamente relacionada con la llegada de
africanos durante el proceso de la colonizacion. En el presente
estudio se investigo la presencia de variantes de hemoglobina
en recién nacidos del Hospital Materno Infantil “Dr. José Maria
Vargas” de la ciudad de Valencia. Se analizaron 507 muestras de
sangre de cordon umbilical. A todas las muestras se les practico
electroforesis en acetato de celulosa a pH 8.6; a las muestras que
presentaron hemoglobina anormal se les realizd electroforesis
en gel de agar a pH 6.5. Para confirmar la presencia de
hemoglobinas anormales se realizé estudio de las cadenas de
globina empleando HPLC de fase reversa. Del total de muestras
analizadas 496 (97.83%) presentaron un fenotipo normal FA; 10
(1.97%) tuvieron un fenotipo FAS; y 1 (0.2%) presento un fenotipo
FAC. Las frecuencias encontradas en este estudio confirman la
necesidad de implementar un tamizaje para hemoglobinopatias
en la poblacion neonatal y programas de asesoramiento genético.

Palabras clave: hemoglobinopatias, tamizaje neonatal, anemia
falciforme, electroforesis, HPLC.

ABSTRACT
Detection of hemoglobinopathies in newborns

Hemoglobinopathies are hereditary autosomic recessive disorders
with a high prevalence worldwide. Venezuela is a country with
a significant ethnical admixture, (Indian, European, African) in
which the colonization process played a great role on the spread
of abnormal genes of hemoglobin variants. Specifically, HbS
and HbC were introduced mainly by the descendent of African
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slaves. In the present study we investigated the presence of
hemoglobin variants in newborns from the maternity hospital
“Dr. José Maria Vargas”, Valencia. Samples of umbilical cord
blood from a total of 507 newborns were analyzed. All samples
were submitted to cellulose acetate electrophoresis at pH 8.6.
Electrophoresis in agar gel at pH 6.5 was performed on samples
presenting abnormal hemoglobin. Globin chains were studied
using reversed phase HPLC to confirm abnormal hemoglobin.
From a total of 507 samples, 496 (97.83%) presented with normal
hemoglobin FA; 10 (1.97%) with phenotype FAS and 1 (0.2%) with
phenotype FAC. Frecuencies found in the present study confirm
the need to implement screening for hemoglobinopathies in the
neonatal population, as well as a genetic counseling program.

Key words: Hemoglobinopathies, neonatal screening, sickle-cell
anemia, electrophoresis, HPLC.

INTRODUCCION

Las alteraciones de la hemoglobina (Hb) o
hemoglobinopatias constituyen un amplio grupo de
desordenes hereditarios autosémicos recesivos que
incluyen alteraciones cualitativas o cuantitativas de
la globina, secundaria a alteraciones genéticas que
condicionan cambios en la estructura o en la sintesis
de la molécula de hemoglobina. La sustitucion de
aminoacidos en el interior de la molécula da lugar a
las hemoglobinopatias estructurales mientras que la
disminucién o ausencia total de sintesis de una o varias
cadenas de globina que son estructuralmente normales
corres-ponden a las talasemias (1). Aproximadamente
7% de la poblacion mundial es portadora de una mutacion
potencialmente patolégica en uno de los genes de la
globina constituyendo uno de los principales problemas de
salud publica alrededor del mundo; se calcula que cada
afio nacen mas de 300.000 nifios con hemoglobinopatias
graves, la mayoria de ellos en paises de ingresos bajos y
medios (2,3). Las hemoglobinopatias son las enfermedades
monogénicas mas comunes en algunas poblaciones de
Africa, el area mediterranea, el Caribe, América Central
y América del Sur. Las hemoglobinopatias estructurales
mas amplia-mente extendidas alrededor del mundo son la
HbS (Africa), la HbC (Africa Occidental), la HbE (Sureste
Asiatico), y la HbD (Punjab, India) (2). En Venezuela, las
variantes estructurales mas frecuentes sonla Sy la C (4-
6). La HbS resulta de una mutacién puntual en la posicién
2 del sexto codén del exéon 1 del gen de la betaglobina
(beta 6; GAG—GTG) localizado en el cromosoma 11, lo
que se traduce en una sustitucion de acido glutdmico por
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valina en la posicién 6 de la cadena betaglobina. La HbS
puede expresarse bajo 4 formas principalmente: a) Forma
heterocigota conocida como rasgo falciforme o rasgo
drepanocitico (HbAS); los individuos heterocigotos por lo
general son asintomaticos. b) Forma homocigota o anemia
de células falciformes (HbSS). c) Doble heterocigoto
HbS-talasemia. d) Doble heterocigoto con otras variantes
estructurales (HbSC, HbSD, HbSX). Los individuos
homocigotos o doble heterocigotos presentaran anemia
hemolitica crénica, crisis dolorosas por oclusién de los
vasos y elevado riesgo infeccioso por asplenia funcional
(7). La HbC, como la HbS, es una variante estructural
de la cadena beta de la hemoglobina que resulta de una
mutacion unica en la posicion 1 del codon seis del gen
beta (beta 6; GAG—AAG) lo cual resulta en la sustitucion
del acido glutamico por lisina en la posicion seis de la
cadena betaglobina. Los individuos homocigotos (HbCC)
presentan una anemia hemolitica de leve a moderada; el
cuadro clinico se debe a que la HbC induce deshidratacion
del eritrocito y formacion intracelular de cristales. Los
dobles heterocigotos SC sufren de anemia grave pero
mas leve que la anemia falciforme (8). De acuerdo
a la OMS (9) la estrategia mas rentable para reducir la
carga de hemoglobinopatias consiste en combinar el
tratamiento con programas de prevencion. El propésito
de la deteccion temprana de hemoglobinopatias es la de
identificar desdrdenes clinicamente importantes y proveer
asesoramiento genético, educacioén y cuidados especiales
antes de que se establezcan los sintomas clinicos
con el fin de mejorar la calidad de vida y disminuir la
mortalidad. Se ha observado que el diagnéstico neonatal
de la anemia falciforme puede reducir sustancialmente la
morbimortalidad durante los primeros 5 afios de vida de
los infantes (2). El objetivo de la presente investigacion
fue determinar la frecuencia de hemoglobinopatias en
muestras de sangre de corddn umbilical de recién nacidos,
destacando la importancia de su deteccion en la poblacién
neonatal.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue realizado en 507 muestras de sangre de
cordén umbilical de recién nacidos del Hospital Materno
Infantil “Dr. José Maria Vargas” de la ciudad de Valencia,
Venezuela, recolectadas durante el periodo 2.008-2.010.
El estudio se condujo de conformidad con los lineamientos
establecidos por las Normas de Investigacion Clinica (10)
y fue aprobado por el comité de ética del referido centro y
en todo los casos se obtuvo el consentimiento informado
de los padres.

La coleccidon de sangre fue realizada por el personal
especializado bajo la supervision de los obstetras
encargados del parto de acuerdo con el protocolo de rutina
para la tipificacion sanguinea de ABOy Rh. Se recolectaron
5 ml de sangre en tubos vacutainer™ con EDTA. Estas
muestras fueron lavadas tres veces con solucion salina
fisioldgica al 0.154M a 20°C, con el paquete resultante se
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prepararon hemolizados con agua altamente purificada
en proporcion 1/10, los cuales fueron congelados a -70°C
hasta su procesamiento. Todas las muestras fueron
sometidas a electroforesis de hemoglobina en acetato de
celulosa utilizando un buffer Tris-EDTA-Borato a pH 8.6.
Las muestras que presentaron una variante a pH alcalino
se les sometio a electroforesis en agar a pH 6.2 (11).

Los casos que fueron positivos para alguna variante
se sometieron, para su confirmacién, a cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) de fase reversa para la
separacion y estudio de las cadenas de globina (beta-A,
delta, alfa, G gamma, Agamma y A gamma T); para ello se
aplicé el método de Shelton y col. (12) con modificaciones.
Se empled un equipo HPLC Hewlett Packard modelo 1050
con columna de tipo analitico para fase reversa (Vydac C4)
de 250mm x 10mm y 300 A de poro. Los desarrolladores
estuvieron constituidos por mezclas de acetonitrilo, agua
y acido ftrifluoroacético. La fase movil consistié de un
buffer A con mezcla de acetonitrilo-agua en proporcion
60:40 con 0,1 ml de acido trifluoroacético; el desarrollador
B constituido por acetonitrilo-agua en proporcion 20:80
con 0,1 ml de acido trifluoroacético. La velocidad de flujo
se establecio en 1 ml/min, el monitoreo se realizo a 220
nm y el tiempo de cromatografia en 80 min. Se utilizaron
controles de HbFAS y HbFAC.

RESULTADOS

Del total de las 507 muestras analizadas de sangre
de cordén umbilical de recién nacidos 496 (97,83%)
presentaron un fenotipo neonatal normal (HbFA). El total
de casos detectados con alguna variante estructural de
hemoglobina fue 11 (2,17%) (Tabla 1), de los cuales 10
(1,97%) se clasificaron como heterocigotos para la HbS
(rasgo falciforme) con fenotipo neonatal FAS y un caso
(0.2%) fue portador de HbC con fenotipo neonatal FAC
(Tabla 2). Todos los casos de hemoglobina S y hemoglobina
C identificados por electroforesis se confirmaron por HPLC
de fase reversa.

Tabla 1. Frecuencia de hemoglobinas normales y anormales
encontradas en muestras de sangre de cordon umbilical de los
recién nacidos analizados.

o Hb normal Hb anormal Total
Individuos
n % n % n %
Reciénnacidos 496 97,83 11 2,17 507 100

Tabla 2. Frecuencia de tipos de hemoglobinas encontradas en muestras
de sangre de cordén umbilical de los recién nacidos analizados.

) . Frecuencia
Tipos de hemoglobina N %
Hb Normal (FA) 496 97,83
HbS (FAS) 10 1,97
HbC (FAC) 1 0,2
Total 507 100
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La figura 1 corresponde a una corrida electroforética
en acetato de celulosa a pH 8.6 en la cual se observa
una banda de Hb S que pertenece al paciente 458
(posicién 3) del presente estudio. La figura 2 representa
el cromatograma del mismo paciente: recién nacido con
fenotipo neonatal FAS determinado por HPLC de fase
reversa.

Por este método también se comprobd que ninguna
muestra presentaba cadenas alfa o cadenas gamma (Hb
F) anormales.

mAU

250

min
Figura 1. Electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa
a pH 8.6. Patréon electroforético: Hb FA (posicion 2,4,5,6,7);

Hb FAS (posicién 3); Control de Hb AA'y Hb SC (posicion 1y 8
respectivamente).
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Figura 2. Cromatograma obtenido mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) de fase reversa: fenotipo neonatal FAS.

DISCUSION

La distribucion de las variantes de hemoglobina
o hemoglobinas anormales varia de acuerdo con la
poblacion estudiada. Hasta el presente se han descrito
mas de 1.200 variantes de hemoglobina (13,14); éstas
frecuentemente resultan de mutaciones puntuales en
el gen de la globina ocasionando la sustitucion de un
aminoéacido en una de las cadenas de la globina. Aunque
muchas tienen poca importancia clinica, los homocigotos
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para HbS (anemia falciforme) y HbC (HbCC) presentan
manifestaciones clinicas importantes asi como los
dobles heterocigotos SC. La HbS es la variante de
mayor frecuencia a nivel mundial, aproximadamente
15% de los nifios con anemia falciforme mueren debido
a infecciones bacterianas graves, secuestro esplénico
o crisis aplasicas u otras complicaciones propias de la
enfermedad (2). En el continente americano la presencia
de hemoglobinas anormales es producto de la inmigracién
y entrecruzamiento de diversas poblaciones africanas vy
europeas con los grupos amerindios, provocando una
mezcla racial con la introduccién de mutaciones en el gen
de la globina. La poblacion venezolana se ha originado
principalmente de tres grandes ramas: indios (Caribes,
Arawuacos), caucasicos (principalmente espafioles e
italianos) y africanos; las variantes hemoglobinicas Sy C
se introdujeron en el pais con la llegada de los africanos
en el siglo XVI (15) y su distribucién pareciera seguir un
patron muy relacionado con el desplazamiento que las
poblaciones de origen africano han tenido en el territorio
nacional; la mayor frecuencia se encuentra en poblaciones
costeras encontran-dose una abrupta disminucion en las
poblaciones localizadas en la cordillera de los Andes (16).

Los resultados de este estudio demuestran que la HbS
es la hemoglobinopatia estructural mas frecuente en
los recién nacidos estudiados en la ciudad de Valencia,
siguiéndole en frecuencia la HbC, lo cual esta de acuerdo
con los resultados obtenidos por Garcia y col. (17) en
recién nacidos y con los estudios poblacionales realizados
en adultos en varias regiones de Venezuela (4-6).
Diferentes estudios realizados en el pais confirman que las
hemoglobinopatias son un problema de salud publica en
Venezuela (4,5). La HbS es también la hemoglobinopatia
de mayor prevalencia en recién nacidos de paises como
Colombia (18), Brasil (19,22), Cuba (23), Argentina (24).
En este estudio no se detectaron individuos homocigotos
para HbS ni para HbC, probablemente debido al tamafio
de la muestra.

En laliteratura existen diversas publicaciones relacionadas
con la deteccion neonatal de hemoglobinopatias, lo cual
demuestra la impor-tancia de este procedimiento en la
reduccion de la mortalidad en menores de 5 afios (23,25-
27). El diagnostico neonatal en los paises desarrollados
junto con la profilaxis antibiética ha reducido la mortalidad
en los primeros anos a casi cero (9,28). La alta frecuencia
para HbS encontrada en los recién nacidos estudiados
evidencia la necesidad de establecer un programa de
deteccion neonatal de hemoglobinopatias.

Esto tiene dos ventajas: por un lado evitar las muertes
prematuras en los neonatos enfermos, ya que permite
instaurar un tratamiento profilactico de antibiéticos y otros
cuidados especializados, evitando asi la mortalidad por
infecciones en los primeros afios de vida. Si el programa
incluye ademas educacion a los padres y un seguimiento
especifico, se reduce sensiblemente la morbilidad y la
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mortalidad de la enfermedad en la lactancia y la primera
infancia. Por otro lado, permite detectar portadores de
un gen alterado, cuya descendencia podria presentar la
enfermedad. Hay quetenerpresentequeenlaultimadécada
en Venezuela, aun cuando no existen datos oficiales,
se ha producido un aumento del flujo de inmigrantes
procedentes de China, lo que puede ocasionar cambios
en el patron de algunas enfermedades por la introduccién
de variantes propias a esa raza, por lo que debemos estar
informados para detectarlas y tratarlas de modo adecuado.
La Organizacién Mundial de la Salud ha recomendado que
cada pais realice programas particulares de deteccion de
hemoglobinopatias de acuerdo con la incidencia local de
la enfermedad, la estructura de los sistemas de salud y los
recursos econémicos (3,9).

Si bien los métodos tradicionales de electroforesis para la
deteccion de hemoglobinopatias han ido sustituyéndose
por HPLC de intercambio cationico (CE), los métodos
electroforéticos empleados en este estudio demostraron
ser bastante sensibles para la deteccion de variantes
estructurales en sangre de cordén, como ha sido
demostrado en otros estudios (19,29,30); es por ello que
se recomienda como una técnica valida para el tamizaje
neonatal de las hemoglobinopatias, ya que reune las
caracteristicas necesarias de una prueba adecuada
para tal fin como son: rapidez, simplicidad, accesibilidad,
fiabilidad y bajo costo.

Sin embargo, independientemente del método elegido
para el despistaje inicial, éste no debe utilizarse como
unica prueba de deteccion, ya que en ocasiones,
puede dar lugar a una identificacion errada del fenotipo,
requiriéendose la realizacion de métodos alternativos de
confirmacion.

En el presente estudio, las 11 muestras que arrojaron
resultados andmalos por electroforesis fueron todas
confirmadas por HPLC de fase reversa. Adicionalmente,
se sugiere que los casos positivos sean estudiados
nuevamente junto con su grupo familiar.

Esta investigacion demuestra la importancia de plantear la
creacion de un programa regional para el tamizaje neonatal
de hemoglobinopatias que, junto con un programa de
educacion y asesoria genética, prevendria la aparicion
de nuevos casos, y permitiria, ademas, el tratamiento
precoz de los individuos homocigotos, lo cual favoreceria
la sobrevida del paciente y mejoraria significativamente su
calidad de vida.
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