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Resumen. Las hemoglobinopatías comprenden un grupo heterogéneo de
anemias congénitas, entre las que destacan: las variantes de hemoglobina, las
talasemias y la persistencia hereditaria de hemoglobina fetal. Con la técnica
de cromatografía líquida de alta presión de intercambio catiónico (HPLC-CE)
y utilizando el programa �-thalassemia Short ProgramR del equipo Variant*
Bio Rad, se estudió la frecuencia de hemoglobinopatías en un total de 4000
muestras de pacientes referidos al Laboratorio de Investigación de Hemoglo-
binas Anormales del Hospital Universitario de Caracas, por presentar proble-
mas de anemia. Se encontró que el 26% de los pacientes con diagnóstico de
anemia, obedece a la presencia de hemoglobinopatías. Entre las detectadas, la
Hb S es la variante más frecuente, seguida de las variantes C y D. Además, se
observó la presencia de Beta Talasemia y su asociación a las hemoglobinas S y
C. Debido a la cuantificación del porcentaje de Hb A por el método de
HPLC-CE fue posible clasificar a los pacientes doble heterocigotos Hb S-Beta
Talasemia: en Hb S-�+ Tal Tipo 1, Hb S-�+ Tal Tipo 2, Hb S-�0 Talasemia. De la
misma manera, fueron clasificados los pacientes doble heterocigotos con Hb
C-Beta Talasemia. La técnica de HPLC-CE es sensible y precisa en el estudio
de un gran número de muestras, lo cual se logra en muy corto tiempo, tiene
un alto poder de resolución y reproducibilidad de los resultados. En todo pa-
ciente con anemia hemolítica congénita, la detección de estas patologías es
de suma importancia para lograr un adecuado monitoreo, establecer un trata-
miento precoz, consejo genético y un manejo terapéutico multidisciplinario.
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Abstract. The hemoglobinopathies are a very heterogeneous group of con-
genital hemolytic anemias, which includes hemoglobin (Hb) variants,
thalassemia and hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH). The aim of
this study was to determine the frequency of hemoglobinopathies using the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC-CE) technique with the
�-thalassemia Short ProgramR of Variant* Bio Rad. Four thousand blood samples
from anemic patients from the Laboratorio de Investigación de Hemoglobinas
Anormales, Hospital Universitario de Caracas were studied. Twenty six percent of
the anemia patients had hemoglobinopathies. The Hb S was the most frequent
variant found, followed by the Hb C and Hb D. Also we observed the association
of beta thalassemia with Hb S and Hb C. The quantification of the Hb A by
HPLC-CE allowed us to classify the double heterozygote Hb S-Beta Thalassemia
in Hb S-�+ Tal Type 1, Hb S-�+ Tal Type 2, Hb S-�0 Thalassemia. The double
heterozygote patients with Hb C-Beta thalassemia were also classified. The
HPLC-CE is a rapid, reproducible and precise technique. The reliability of HbA2

measurement by HPLC for the detection of beta thalassaemia without any false
positive or false negative results is of great advantage. HPLC may be an appropri-
ate method for rapid screening in population surveys for beta thalassemia and
hemoglobin variants carriers. Due to the high incidence of cases, in our country
this is very important for their clinical management and the genetic and anthro-
pological impact of an early and precise diagnosis.
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INTRODUCCIÓN

El estudio del gen beta globina ha pro-
porcionado grandes hallazgos para el cono-
cimiento de desórdenes genéticos heredita-
rios, tales como las hemoglobinopatías, las
cuales comprenden: las variantes de hemo-
globina, las talasemias y la persistencia he-
reditaria de hemoglobina fetal.

Las variantes de hemoglobina son alte-
raciones de tipo cualitativo, producidas por
mutaciones puntuales o pequeñas delecio-
nes o inserciones de nucleótidos en diferen-
tes regiones de los genes globinas (1). Las

talasemias y la persistencia hereditaria de
hemoglobina fetal (HPFH) son alteraciones
de tipo cuantitativo las cuales afectan la
tasa de expresión de los genes beta y gam-
ma globinas, respectivamente. La beta tala-
semia se ha observado asociada a las varian-
tes de hemoglobinas S, C y a niveles eleva-
dos de hemoglobina fetal, conduciendo ésto
a una alta variabilidad clínica en cada grupo
de pacientes. Embury y col. en 1994 (2)
propusieron clasificar los pacientes doble
heterocigotos Hb S-� talasemia de acuerdo
al porcentaje de Hb A que presenten: pa-
cientes Hb S-�+ talasemia tipo 1, cuyos va-
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lores de Hb A oscilan entre 5-15%, pacien-
tes Hb S-�+ talasemia tipo 2, cuyos valores
de Hb A varían entre 20-25% y el grupo de
pacientes Hb S-�º talasemia donde no hay
producción de Hb A. Este criterio también
puede ser aplicado en los casos doble hete-
rocigotos Hb C-� Talasemia.

Durante más de cuatro décadas Arends
y col. (3-7) y Bravo y col. (8) estudiaron la
distribución y frecuencia de las hemoglobi-
nopatías en nuestro país, demostrando que
las variantes de hemoglobina S, C y D y la
beta talasemia tanto en su forma homocigo-
ta, como en la heterocigota compuesta, son
las más frecuentes, representando algunas
de ellas un problema de salud pública.
Estos estudios fueron realizados utilizando
técnicas bioquímicas convencionales, tales
como la electroforesis sobre acetato de ce-
lulosa a pH alcalino y sobre citrato agar a
pH ácido, cromatografía de intercambio ió-
nico (9) y métodos de desnaturalización
por álcalis (10).

Con el desarrollo de métodos alternati-
vos para el estudio de hemoglobinopatías ta-
les como la técnica de Isoelectroenfoque y la
técnica de cromatografía líquida de alta pre-
sión de intercambio catiónico (HPLC-CE),
esta última ha resultado ser un método sen-
sible, específico y reproducible, convirtién-
dose en una alternativa útil para el estudio
y cuantificación de hemoglobinas de signifi-
cancia clínica (11-13). Por tal motivo, en la
presente investigación se introduce la téc-
nica de cromatografía líquida de alta pre-
sión de intercambio Catiónico (HPLC-CE),
desarrollada por Tan y col. en 1993 (14)
como método de diagnóstico de variantes
hemoglobínicas, siendo ésta la primera ex-
periencia en nuestro país. Cabe recordar
que la gran mayoría de los casos con hemo-
globinopatías se presentan bajo la forma de
emergencias médicas, por lo tanto su iden-
tificación rápida y precisa son esenciales
para iniciar un tratamiento adecuado, con

el fin de disminuir la morbi-mortalidad de
estos pacientes.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se estudiaron 4000 muestras de pa-
cientes referidos al Laboratorio de Investi-
gación de Hemoglobinas Anormales del
Hospital Universitario de Caracas con pro-
blemas de anemia. A cada paciente se le ex-
trajo, previa autorización, 10 mL de sangre
periférica en un tubo con EDTA como anti-
coagulante. Este estudio fue aprobado por
el Comité de Bioética del Hospital Universi-
tario de Caracas, siguiendo los lineamien-
tos de la declaración de Helsinki y del Códi-
go de Bioética y Bioseguridad del FONACIT.

La presencia de las distintas hemoglo-
binas: Hb A, Hb F, Hb A2, Hb S y Hb C y su
cuantificación fue determinada utilizando la
técnica de Cromatografía líquida de alta pre-
sión, de intercambio catiónico (HPLC-CE),
de acuerdo a los procedimientos descritos
por Tan y col. en 1993 (14) y utilizando el �
Tal Short ProgramR* de BioRad. Este siste-
ma consta de componentes analíticos indivi-
duales, entre los cuales se encuentran el sis-
tema de bomba (2 bombas de doble pistón),
el dispensador automático de muestras y el
detector de longitud de ondas, 3 reservorios
de reactivos y un tanque de desechos.

Las muestras fueron inicialmente so-
metidas a un hemolisado rápido, por parte
del operador e incorporadas al flujo analíti-
co mediante inyección automática, pasando
a través de un cartucho que contiene una
resina de intercambio catiónico. Entre cada
inyección de las muestras, el dispensador
automático fue lavado con una solución
acuosa a fin de minimizar la posibilidad de
mezclar las muestras entre sí. La elusión y
separación de los diferentes componentes
se realizó utilizando dos tampones fosfato
de sodio, los cuales forman un gradiente de
4 g/L (tampón A) a 14 g/L (tampón B) a
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pH 6.4. La separación de las hemoglobinas
presentes se obtiene es tan sólo 6.5 minu-
tos por muestra y los componentes separa-
dos pasan a través del detector de doble
longitud de onda a 415 nm y 690 nm. Los
datos de absorbancia son transmitidos des-
de una unidad de procesamiento central
(CPU) y mostrados como un Cromatograma
de tiempo real (gráfico de tiempo vs
absorbancia).

RESULTADOS

Por el método HPLC-CE se encontró
que un 26% de los pacientes con diagnósti-
co de anemia estudiados, obedece a la pre-
sencia de hemoglobinopatías (Fig. 1). Los
resultados obtenidos demuestran, una vez
más, que la Hb S es la variante más frecuen-
te en nuestro país, seguida de las variantes
C y la D (Tabla I). La variante Hb S eluye
entre la hemoglobina A y la hemoglobina A2

(Fig. 2). Además, se observó la presencia de
Beta Talasemia y su asociación a las hemo-
globinas S y C. Por otro lado, por medio de
la cuantificación del porcentaje de Hb A fue
posible clasificar a los pacientes doble hete-
rocigotos Hb S-Beta Talasemia: en Hb S-�+

Tal Tipo 1, Hb S-�+ Tal Tipo 2, Hb S-�0 Tala-
semia. De la misma manera fueron clasifica-
dos los pacientes doble heterocigotos con
Hb C-Beta Talasemia (Tabla II).

En todos los pacientes conocidos como
beta Talasémicos, estudiados previamente
mediante cromatografía no automatizada
no se encontró ningún falso positivo o falso
negativo mediante HPLC-CE.

Todos los individuos en control, porta-
dores de variantes hemoglobínicas no endé-
micas como Hb Hoffu, Hb H, Hb J, diagnos-
ticadas con anterioridad por los métodos
convencionales, fueron igualmente detecta-
das mediante el método de HPLC-CE, a ex-
cepción de la Hb North Shore- Caracas, la
cual no fue detectada por el equipo y su
elusión a nivel de la Hb A.

Se encontró un total de 60 casos con
Hb F elevada de los cuales 8 casos fueron
debido a la presencia de un doble heteroci-
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Fig. 1. Incidencia de Hemoglobinopatías detec-
tadas por HPLC-CE.

TABLA I
DIFERENTES HEMOGLOBINOPATÍAS

DIAGNOSTICADAS POR HPLC-CE

Diagnóstico Pacientes Frecuencia

Portador de Hb S 506 51,5

Enfermedad
Drepanocítica

173 17,6

�-Talasemia 114 11,6

Portador de Hb C 68 6,9

Doble Heterocigoto
Hb S/Hb C

40 4,1

Doble Heterocigoto
Hb S/�-Tal

29 3,0

HPFH 24 2,4

Doble Heterocigoto
Hb S/HPFH

9 0,9

�� Talasemia 8 0,8

Otras Hb’s (J, D) 5 0,5

Doble Heterocigoto
Hb C/�-Tal

4 0,4

Doble Heterocigoto
Hb S/Hb D

2 0,2

Enfermedad por Hb
C

1 0,1

Total 983 100



goto �� Talasemia, 28 casos por estrés y 24
casos por HPFH. Esta condición presentó
niveles variables de Hb F, a pesar de que fue
producida por una misma mutación, como
pudo observarse en el estudio de los miem-
bros de cuatro generaciones de una familia
de indígenas Warao, provenientes de la po-
blación de Winiquina del Delta del Orinoco,
cuyos valores de HbF cuantificados por
HPLC-CE oscilaron entre 3,7-7,7%.

DISCUSIÓN

El HPLC-CE es un método rápido, sen-
sible y preciso para la detección de varian-
tes de hemoglobinas y talasemias. Las ven-
tajas de utilizar este método automatizado,
propuesto en este trabajo, sobre los méto-
dos convencionales de electroforesis, cro-
matografía en micro-columna y la técnica
de desnaturalización por álcalis, son:
1) Permite analizar y cuantificar simultá-
neamente las Hb A, Hb A2 y Hb F, así como
alguna variante de hemoglobina, en una
sola preparación, lo cual se traduce en un
menor tiempo y mayor economía. 2) Permi-
te el estudio de numerosas muestras en un
corto período de tiempo manteniendo un
alto nivel de reproducibilidad y precisión.
3) Es el único método que permite diferen-
ciar a la Hb A2 de la Hb C, obteniendo un
patrón de resolución completamente dife-
rente, debido a que con el método conven-
cional de electroforesis a pH alcalino, éstas
migran en la misma posición, lo que dificul-
ta su detección. La separación, en un solo
paso, de la Hb C y de la Hb A2 es una gran
ventaja, especialmente en poblaciones tan
mezcladas como la nuestra donde tienen
una alta incidencia (4). Este es el primer
reporte en Venezuela donde se encontraron
cuatro casos no relacionados de doble hete-
rocigoto Hb C-Beta Talasemia, sin haber re-
querido del estudio familiar.

Los niveles de hemoglobina A2 son va-
riables de acuerdo a la mutación que oca-
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Fig. 2. Cromatograma donde se ilustra la pre-
sencia de un heterocigoto para la Hb
AS.

TABLA II
FRECUENCIA DE LOS DIFERENTES TIPOS DE

� TALASEMIA.

Diagnóstico Pacientes Frecuencia
(%)

� Tal. Menor 108 73,5

S-�º Tal. 20 13,6

S-�+ Tal- Tipo 2 6 4,1

� Tal. Intermedia 4 2,7

S-�+ Tal- Tipo 1 3 2,0

� Tal Mayor 2 1,4

C-�+ Tal- Tipo 2 2 1,4

C-�+ Tal- Tipo 1 1 0,7

C-�º Tal. 1 0,7

Total 147 100



sione este trastorno. La utilización de este
método con medidas tan precisas, como las
obtenidas, permite inferir cuál es la muta-
ción presente lo cual facilita el diagnóstico
molecular cuando éste puede ser realizado
o ayuda para el consejo genético y asesoría
al equipo multidisciplinario que maneja es-
tos casos, permitiendo así establecer las
clasificaciones de acuerdo a la severidad de
la mutación en �+ o �º.

En estudios poblacionales la técnica de
HPLC tiene la ventaja de ser más rápida y
permite el estudio de un mayor número de
muestras, obteniendo resultados en pocos
minutos, aún así no se deben excluir el uso
de los métodos convencionales de electrofo-
resis de hemoglobina en vista de que algu-
nos casos ameritan estudios complementa-
rios para su identificación y así poder utili-
zar la vasta experiencia que se tiene en esta
metodología.

En todo paciente con anemia hemolíti-
ca congénita, el estudio de la beta talase-
mia y las variantes de hemoglobinas es su-
mamente importante para lograr un ade-
cuado monitoreo, de manera de establecer
un tratamiento precoz, consejo genético y
un manejo multidisciplinario. Además, este
diagnóstico es indispensable en los hospita-
les debido a la gran incidencia de estas en-
fermedades en la población, especialmente
en los estratos sociales bajos y ciudades
costeras más pobladas, lo cual conlleva a un
alto costo hospitalario y humano. El Labo-
ratorio de Investigación de Hemoglobinas
Anormales, HUC es un centro de referencia
para todo el país y es por ello que se requie-
re una metodología sencilla, rápida y preci-
sa como se plantea en este estudio. En el
manejo terapéutico de los regímenes de hi-
pertransfusión en pacientes drepanocíticos,
el HPLC-CE ha sido de gran utilidad ya que
la cuantificación de Hb A y Hb S es inme-
diata, representando ésto un gran aporte
para estos pacientes, pudiendo reemplazar-
se casi en su totalidad la Hb S presente,

tanto para intervenciones quirúrgicas como
para el manejo de las crisis propias de la
enfermedad.

El equipo de HPLC-CE (VARIANT He-
moglobin Testing SystemR) es tan versátil
que no sólo dispone del programa � Tal
Short ProgramR, sino también de otros pro-
gramas, tales como el Sickle Cell Short Pro-
gramR, el Globin Chains ProgramR y el alfa
Tal Short ProgramR, los cuales son utiliza-
dos para el diagnóstico de hemoglobinopa-
tías en neonatos, en muestras tomadas en
el talón del pie sobre papel de filtro, para
el análisis de las cadenas globinas y en el
diagnóstico de alfa talasemia, respectiva-
mente.

El equipo de HPLC-CE VARIANT tiene
la desventaja de que componentes menores
de la Hb S y otras variantes de hemoglobi-
na, pueden co-eluir con la Hb A2 y esto pue-
de resultar en un valor de Hb A2 falsamente
elevado.

Previo a la utilización de la técnica de
HPLC-CE, numerosos pacientes doble hete-
rocigotos Hb S-� talasemia no eran diagnos-
ticados adecuadamente, especialmente
aquellos que carecían de estudios familia-
res, siendo catalogados como Hb S homoci-
gota.

En Venezuela, Arends y col. en 1998
(15) demostraron que la incidencia del do-
ble heterocigoto Hb S-� talasemia jugaba
un papel muy importante como modulador
del síndrome drepanocítico y determinaron
la presencia de los tres diferentes fenotipos
Hb S-� talasemia en la población. Por este
motivo, se hace indispensable realizar un
diagnóstico diferencial entre pacientes dre-
panocíticos puros y pacientes con drepano-
citosis-� talasemia, los cuales habitualmen-
te eran catalogados como “Tara drepanocí-
tica sintomática”, por la presencia de Hb A
en estos casos. Con la implementación de
la técnica de HPLC-CE este problema fue
resuelto, debido a que la cuantificación de
Hb A2 se realiza automáticamente.
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El uso del equipo automatizado de
HPLC-CE para el estudio de variantes hemo-
globínicas, es sumamente útil en estudios
poblacionales, centros de tratamiento de pa-
cientes drepanocíticos y en pesquisa neona-
tal y los métodos convencionales siguen ju-
gando un papel importante especialmente
en el diagnóstico de variantes no endémicas.
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