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Introducao

A hemoglobina Fetal, ou Hb F, tem importancia essencial na fisiologia da
distribuicdo de oxigénio durante a fase fetal que abrange o periodo entre o
terceiro més de gestacdo até o dia do nascimento. Nos dois primeiros meses
de gestacdo, os eritrécitos de embribes humanos tem trés tipos de
hemoglobinas conhecidas coletivamente por hemoglobinas embrionarias e
identificadas por suas diferencas quimicas e moleculares em Hb Gower-1
(alfa2\epsilon2), Hb Gower-2 (zeta2\gama2) e Hb Portland (?\?) . Esses trés
tipos de hemoglobinas s&do proprias para a fase embrionaria, quando
acontecem inumeras modificacdes organicas e fisiolégicas que necessitam de
rapidas trocas de oxigénio com tecidos. Assim, quando a estrutura anatémica e
fisiologica do feto se torna definida a partir do terceiro més de gestacéo, as
hemoglobinas embrionarias se tornam dispensaveis, uma vez que a partir
dessa fase o feto necessitara de moléculas de hemoglobinas que realizam
trocas de oxigénio de forma lenta, e essa hemoglobina é a F. E por essa raz&o
gue as hemoglobinas embrionéarias sdo substituidas pela Hb F (alfa2\gamaz2).
Entretanto, essas substituicdes envolvem complexos mecanismos genéticos de
desativacdo de genes das globinas embrionarias (zeta, epsilon e gama) e
ativacdo do gene gama da hemoglobina F, conforme representa os esquemas
da figura 1. Portanto, no feto o gene da globina gama inicia a sintese de Hb F
no final dos dois meses de desenvolvimento embrionario cujas concentracées
sdo quase imperceptiveis por técnicas ndo moleculares, mas gradualmente
atinge 95 a 100% de concentracdo entre o quarto e sétimo més de gestacgao.
Ao chegar ao oitavo més de gestacdo, proximo, ao nascimento, 0s genes

das globinas beta e delta comegcam a ser lentamente estimulados a
sintetizarem respectivamente as hemoglobinas A e Az, enquanto que na
mesma intensidade o gene da globina gama sofre repressdo em sua expressao
de sintese. Finalmente, ao nascer, o recém-nascido ainda apresenta altos
niveis de Hb F (45 a 90%), mas a Hb A esta presente com concentracdes
entre 10 e 50%, além da presenca de tracos de Hb A> (< 2%), conforme
mostra a figura 2. O nascimento, como se sabe, produz um efeito fisiologico
motivado pela disponibilidade ambiental do oxigénio capaz de modificar
intensamente a acdo dos genes que participam da sinteses genética das
hemoglobinas F, A e Az . A interferéncia que o oxigénio ambiental exerce na
regulacdo desses genes sinteses € conhecido por efeito epigenético. Essa



modificacdo na estimulacdo dos genes da globina beta ocorre porque a
fisiologia da oxigenacdo € mais eficaz com as moléculas de Hb A do que em
relacdo as moléculas de Hb F que tem maior afinidade ao oxigénio e demora
para libera-lo. A adaptabilidade genética do efeito epigenético da oxigenacao
das células, tecidos e Orgaos, determina as alteracdes de sinteses genéticas
das hemoglobinas A, Az e Fetal ao longo dos cinco meses ap6s 0 hascimento.
Tecnicamente é possivel avaliar essas mudancgas fisiolégicas e genéticas por
meio das quantificacdes das concentracbes das hemoglobinas F, A e A,
conforme mostra o exemplo da tabela 1.

Tabela 1- Exemplo do efeito epigenético da disponibilidade ambiental do
oxigénio na sintese de hemoglobinas F, A e Az a partir do nascimento e nos
cinco meses sequentes até sua estabilizacdo em criangas com tipos normais
de hemoglobinas.

Dias de vida ap0s Concentragbes de hemoglobinas (*)
0 nascimento Hb F (%) Hb A (%) Hb Az (%)
Primeira semana 40 - 90 10 - 50 <2
Primeiro més 20 - 40 60 - 80 2-3
Terceiro més 5-10 90 - 95 2-3
Quarto més <5 96 - 98 2-4
Quinto més em diante <1 96 - 98 2-4

(*) As concentracOes apresentadas representam exemplos de diversas
avaliacoes descritas na literatura cientifica. Excluindo os valores do quinto més,
gue sao tidos como padrdes e valem por toda a vida, os referentes entre o



primeiro e quarto més podem ter algumas variagdes em criangas com
hemoglobinas normais.

Avaliacoes laboratoriais da Hb F

A Hb F pode ser avaliada quantitativamente e qualitativamente. As
andlises quantitativas sdo as mais comuns e podem ser realizadas por meio de
trés testes diferentes: dosagens bioquimicas, eletroforeses e cromatografia por
HPLC. Por outro lado, a analise qualitativa é realizada por um tipo de teste, a
citologia intraeritrocitaria da Hb F, que determina se apenas alguns eritrocitos
tem Hb F (distribuicdo heterogéna de Hb F) ou se todos eritrcitos as tem
(distribuicdo homogénea da Hb F).

Dosagens bioguimicas: ha dois métodos, o de Singer ( ) para concentracfes
acima de 10% de Hb F e o de Betke ( ) para concentracdes abaixo de 10% e
ambos sdo conhecidos como testes de resisténcia alcalina para hemoglobina.
Os dois métodos com excelentes graus de sensibilidade e reprodutibilidade
técnicas estdo fundamentados na capacidade quimica da Hb F ser resistente
a desnaturacdo quando submetida as solugdes alcalinas. A Hb A, Hb A2, Hb S,
Hb C, etc. ndo sao resistentes as solugdes alcalinas e se desnaturam com
facilidade. Pelo fato desses testes serem trabalhosos e com varias etapas de
reacdes, os mesmos foram excluidos da rotina laboratorial e substituidos pelas
eletroforeses ou cromatografia HPLC. Apesar disso tem sido Uteis para
demonstracdes em aulas praticas.

Eletroforeses: ha trés tipos: alcalina, acida e focalizacdo isoelétrica. Todas
fornecem 6timos resultados de fracionamento da Hb F e permitem que as
mesmas sejam dosadas por densitometria 6tica. A eletroforese alcalina esta
fundamentada na separacdo da Hb F por meio de sua carga elétrica que é
discretamente menos negativa em relagdo a Hb A (). A eletroforese acida, por
sua vez, separa a Hb F da Hb A através do intenso grau de eletroendosmose
que ocorre entre a Hb F e as proteinas da agarose, e essa inter-relacao
quimica a torna mais rapida na eletroforese que a Hb A () . A eletroforese por
focalizacdo isoelétrica (IFE) tem alto custo/beneficio devido aos seus
equipamentos e reagentes importados (agarose especial, anfdlitos,
catalizadores, etc.). A IFE tem a caracteristica fisico-quimica de fracionar
diferentes tipos de hemoglobinas conforme seus pHs especificos, e quando
seus fracionamentos coincidem com a faixa de pH formada no gel de agarose
cada fracdo se precipita e ndo se move da posicdo. Entretanto, a eletroforese
alcalina € mais usada na rotina e pesquisa laboratorial pela facilidade de
execucao técnica e pelo baixo custo. As figuras 3%, 3b e 3c mostram os trés
tipos de eletroforeses com fracionamentos de Hb F e outras hemoglobinas.

Cromatografia HPLC: € um método cromatografico em coluna de aco cuja
resina de preenchimento da coluna é misturada com liquido tamponado é
submetido a alta presséo fisica, resultando na eluicdo fracionada de varias




fracbes de hemoglobinas, inclusive a Hb F (). Os resultados obtidos por meio
desse procedimento fornecem excelentes graus de sensibilidade e
reprodutibilidade técnicas (figura 4). Porém, devido aos altos custos do
equipamento e da reposicao de colunas, seu é restrito a laboratérios de apoio e
de pesquisas cientificas.

Citologia intraeritrocitaria de Hb F: € um método fundamentado na resisténcia
da Hb F quando submetida a solucdo fortemente acida (pH 3). A técnica
original foi descrita por Kleihaeur () mas modificada ao longo do tempo. O
teste € feito em esfregacos com sangue fresco e fixados com metanol. Em
seguida, os esfregacos em estudos sdo mergulhados em vasilha contendo o
tampdo &cido por alguns segundos e, na sequéncia, sdo corados com
eritrosina ou azul de metileno. Eritrécitos contendo Hb F tornam-se corados, e
a relacdo entre intensidade de fixacdo de cor e concentracdo de Hb F é
diretamente proporcional. Ha trés situacfes de resultados: negativo (nenhum
eritrocito tem Hb F em quantidades suficientes para corar), positivo heterogénio
(quando ha eritrocitos ndo corados juntamente com eritrocitos corados) e
positivo homogéneo (quando todos os eritrocitos estdo corados). As figura 42,
4b e 4c mostram as trés situacdes: auséncia de Hb F, distribuicdo heterogénea
de Hb F e distribuicdo homogénea de Hb F. A andlise da distribuicdo de Hb F
intraeritrocitaria auxilia diferenciar, por exemplo, duas amostras com Hb SF
pertencentes a diferentes pacientes. O paciente portador de Hb SF com
distribuicdo homogénea indica que a Hb S estd associada provavelmente a
Persisténcia Hereditaria de Hb F (Hb S/PHHF), enquanto que o paciente
portador de Hb SF com distribuicdo heterogénea indica que a Hb S esta
associada provavelmente a Talassemia Beta ( Hb S/Tal.Beta). Entretanto,
atualmente, a citologia intraeritrocitaria de Hb F tem sido muito importante para
avaliar o grau de contaminacdo de sangue fetal na gestante. Esta é uma
situacdo peculiar, pois 0 sangue do feto ao refluir em direcdo a circulacdo
materna € indicativo de anormalidade gestacional. Dessa forma, pesquisa-se a
presenca de eritrocitos com Hb F no sangue retirado da gestante, cuja
coloracdo € sempre do tipo de distribuicdo homogénea. Nesses casos, 0S
médicos podem solicitar a quantificacdo percentual da presenca de eritrocitos
com Hb F em 1000 eritrécitos e, assim, ter uma avaliacdo mais precisa do grau
de contaminagao.

Patologias relacionadas com a elevacéao de Hb F

Os principais objetivos de avaliar quantitativamente a Hb F estéo relacionados
com cinco importantes situacfes: talassemias beta (menor, intermédia e



maior), persisténcia hereditdria de Hb Fetal (por exemplo, pessoas
assintomatica com Hb AF , ou pessoas com anemia falciforme branda com
genatipo de Hb SF), avaliacdo da Hb F em pessoas com doenca falciforme que
sao tratadas com hidroxiuréia (HU), avaliar o indice de Hb F em recém-nascido
e, por fim, avaliar o grau de contaminacdo de sangue fetal na gestante. A
tabela 2 resume situacOes indicativas de patologias, notadamente de
talassemias e doenca falciforme, além de outras ndo associadas a patologias
mas que tem elevacdes de Hb F.

Tabela 2 — Relacdes entre elevacdes de Hb F e possiveis associacfes com
patologias das hemoglobinas (talassemias e doencas falciforme) e situacbes
fisiologicas (recém-nascidos e PHHF).

Hb F <1% 1-5% 5-15% 15-45% 45-90% 90 —100%
Hb AAQD +

Tal. menor® + +

Tal.B interm.©® + +

Tal.B maior® +06) +(6) +@

Hb S/Tal.B® +©) +(10) 4+11)

Hb SS-SF(2 + +(13) +(13) +(14)

AF(5) +(16) +(16) +(17)

1- Resultado normal

2- O diagnéstico laboratorial da Talassemia B menor ou heterozigota &
realizado por meio da dosagem de Hb A2 que se mostra elevada em
95% dos casos.

3- A Talassemia intermédia € uma designacdo médica e fundamentada na
clinica e nos exames laboratoriais basicos (hemograma, eletroforese de
hemoglobina, morfologia eritrocitaria, reticuldcitos, etc.).

4- Na maioria dos casos a Talassemia 3 maior pode ser por delecéo total
do gene B (B°) ou delegido parcial do gene B (B*). Dessa forma ha trés
combinagbes basicas: B°B° (ou homozigota beta zero), ROB*
(heterozigota dupla beta+/ beta®) e B*B* (ou homozigota beta +).
Excepcionalmente ocorre delegdes totais dos genes 3 e §, produzindo a
talassemia maior do tipo B%3°/3°a°.

5- Geralmente ocorre na Talassemia beta maior dos tipos B*B* e B°B*.

6- Geralmente ocorre na Talassemia beta maior dos tipos B°B* (Hb F <
80%) e B°B°(Hb F = 80-90%).

7- Geralmente ocorre na talassemia beta maior do tipo°8°/3°8°.



8- A associagao entre Hb S e Talassemia beta (Hb S/BTal.) pode ser de
dois tipos: Hb S/B°Tal. e Hb S/B*Tal. Pessoas com Hb S/B°Tal. ndo tem
Hb A e a Hb S tem maior concentracdo que a Hb F (HbS>HbF),
enquanto que a Hb Az pode estar normal ou aumentada. Pessoas com
Hb S/B*Tal. tem Hb A em menor concentracdo que a Hb S, além de Hb
F (HbS>HbA>HDF) e a Hb A2 pode estar normal ou aumentada. Nos
dois tipos de HbS/Tal.3 os valores de HCM do eritrograma estao
diminuidos.

9- Geralmente ocorre no tipo de HbS/Tal.3".

10-Geralmente ocorre no tipo de HbS/Tal.°.

11-Situagao rara em que a Hb F supera 45% no tipo de HbS/Tal.3°.

12-Hb SS representa a anemia falciforme. Pessoas com esta doenca pode
ter auséncia de Hb F, ou presenca de Hb F que pode estar associada a
tratamento com hidroxiuréia (HU) ou com persisténcia hereditaria de Hb
F (PHHF).

13-Situagbes que ocorrem em pacientes tratados com HU ou que tenham
associacdo com PHHF (HbSS/PHHF).

14-SituagOes que ocorrem somente em pessoas com HbSS/PHHF.

15-Excluindo talassemia beta (menor, intermédia ou maior) a Hb AF passa
a ser considerada como associacao entre Hb A e PHHF.

16-Hb AF — a PHHF é do tipo heterozigota.

17-Hb AF — a PHHF é do tipo homozigota.

Conclusoes

E importante destacar que, embora as aplicacbes dos métodos acima
mencionados estejam bem estabelecidas conforme seus procedimentos
padrdes, os resultados de suas execuc¢des técnicas mostrados na tabela 2 néo
suficientes para emitir o laudo de diagnéstico de hemoglobinopatias. Para essa
finalidade é fundamental que se considere a suspeita clinica e que se agregue
também os resultados dos eritrogramas, incluindo os indices hematimétricos
VCM e HCM, bem como a analise da morfologia eritrocitaria.



