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RESUMO

Introducao: As hemoglobinopatias sdo as doencas monogénicas mais comum no
Brasil e no mundo. Atualmente foram descritas cerca de 1.786 hemoglobinas
variantes, sendo a Hb S a mais frequente. Devido a miscigenacdo da populagéo
brasileira, sdo encontradas hemoglobinas raras e de dificil diagnostico. Objetivo:
Identificar e descrever a presenca de hemoglobinopatias raras em uma populacéo
da regido de Sao José do Rio Preto-SP. Metodologia: Foram investigadas 99
amostras de sangue para as hemoglobinopatias de individuos da regido de S&o
José do Rio Preto, SP. As analises consistiram em eletroforese alcalina e &cida,
eletroforese de cadeias polipeptidicas, resisténcia globular osmética, morfologia
eritrocitaria e cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Resultados: Das
99 (100%) amostras sanguineas analisadas, 21 (21.21%) apresentaram alguma
alteracdo de Hb sendo que destas, duas amostras apresentaram hemoglobinas
raras, uma mutante de cadeia delta (Hb B2) e outra mutante de cadeia alfa (Hb
Stanleyville 11). O diagndstico para ambas foram concluido pelo método HPLC.
Conclusao: As alteragOes de hemoglobinas encontradas séo raras na populacéo

brasileira, € necesséario uma avaliagdo cautelosa e profissionais qualificados para

um diagndstico correto.
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1. INTRODUCAO

A hemoglobina (Hb) humana €é uma proteina presente nas hemécias
responsavel pelo transporte de gases dos pulmdes para os tecidos e vice e versa. A
Hb é formada por quatro cadeias globinicas, duas do tipo alfa e duas do tipo beta e
cada cadeia contém um atomo de ferro que possui a capacidade de se ligar a
molécula de oxigénio (SONATI; COSTA, 2008).

Os cromossomos que possuem 0s genes que codificam as globinas estao
situados no braco curto do cromossomo 11 e 16. O cromossomo 11 possui a familia
génica que irdo sintetizar a beta globina - épsilon (€), gama (y), delta (d) e beta (B); e
0 cromossomo 16 possui 0S genes que irdo sintetizar a alfa globina - dois alfa (a2 e
a1) e um zeta (¢) (WEATHERALL; CLEGG, 2001 a).

Alteracbes em qualquer um destes genes podem causar as
hemoglobinopatias. As hemoglobinopatias sdo alteracbes genéticas autossémicas
recessivas associadas a sinteses de Hb que caracterizam uma das mais frequentes
doencas monogénicas do mundo (WEATHERALL; CLEGG, 2001 a). Estas sé&o
divididas em dois grupos: as Hb variantes e as talassemias. As Hb variantes
geralmente sdo causadas por mutacdes pontuais nos genes que sintetizam tanto as
cadeias alfa quanto as beta e estas alteracdes causam a sintese de uma proteina
com estrutura alterada, consequentemente, pode alterar sua funcionalidade. Dentre
as Hb variantes a mais frequente no Brasil e no mundo é a Hb S que causa a
Doenca Falciforme (CANCADO; JESUS, 2007) caracterizada pela troca do vigésimo
nucleotideo, adenina por uma timina (GAG — GTIG), no gene da beta-globina e
resulta na substituicdo do sexto aminoacido, o &cido glutamico por uma valina
(INGRAM, 1957). As talassemias séo caracterizadas por mutagbes, também
geralmente pontuais, que diminui a sintese de alguma cadeia globinica. Elas sao
denominadas de acordo com a cadeia globinica alterada exemplo, alfa ou beta-
talassemia, sendo estas as mais frequentes (WEATHERALL; CLEGG, 2001 b).

Por existir muitos genes que codificam as cadeias globinicas, algumas
alteracbes podem dar origem as Hb raras. Atualmente sdo descritas
aproximadamente 1.786 alteracbes de hemoglobinas, sendo a maioria Hb variante
seguida das talassemias (Globin Gene Server).

Muitas pessoas no mundo possuem alguma alteracdo de Hb anormais com

consequéncias que variam de quase imperceptiveis a letais (LEONELI et al., 2000).
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Geralmente a presenca de Hb raras ndo causa nenhum sintoma ao paciente,
porém, sua combinacdo com outras Hb alteradas, como a Hb S, pode causar alguma
manifestacdo clinica. Por ser assintomatico, o paciente ndo procura o diagndstico
correto e quando precisa de diagnéstico, sdo poucos 0s centros especializados com
pessoas capacitadas. A correta identificacdo e classificagcdo das hemoglobinopatias

sao importantes para a medicina, genética e bioquimica (LEONELI et al, 2000).

2. OBJETIVO

Identificar e descrever a presenca de hemoglobinopatias raras na populacao

da regido de S&o José do Rio Preto-SP.

3. METODOLOGIA
Este trabalho trata-se de um relato de caso sobre hemoglobinas variantes

menos frequentes que podem ser encontradas nas rotinas laboratoriais.

Casuistica

Foram analisadas 99 amostras de sangue periférico, aproximadamente 4mL,
provenientes de laboratérios conveniados com o Laboratdrio Centro de Diagndéstico
de Anemias (C.D.A. LABORATORIOS) da regido de S&o José do Rio Preto, SP.

Todos os testes para o diagnéstico das hemoglobinopatias foram realizados
no C.D.A. e aquelas com hemoglobinas raras foram direcionadas para o Laboratorio
de Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematolégicas (LHGDH), do
Departamento de Biologia sediado na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho™-Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) campus

de S&o José do Rio Preto, SP para a realizacéo de testes complementares.

Resisténcia globular osmética em solugéo de NaCl a 0,36%

Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na
forma heterozigota, pois nesses casos 0S eritrocitos microciticos sdo mais
resistentes a hemolise nesta solucdo. A resisténcia globular ndo € especifica para
talassemia beta heterozigota, ja que resultados positivos sdo encontrados também
em anemias carenciais e em outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos
para Hb C (SILVESTRONI; BIANCO, 1975).



Anadlise, a fresco, da morfologia eritrocitaria

Os esfregacos sanguineos, a fresco, serdo analisados ao microscopio optico,
quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrocitos. Os resultados serédo
divulgados da seguinte maneira, segundo padronizacdo do LHGDH para cada um
dos parametros avaliados: (N) células normais; (+) alteracbes discretas; (++)
alteracOes moderadas; (+++) alteracdes acentuadas (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino (8,6)

Técnica qualitativa utilizada para deteccdo de Hb anormais, principalmente as
variantes. A leitura se baseia nas diferentes cargas elétricas das Hb que acarretam
mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais (MARENGO-ROWE, 1965).

Eletroforese de hemoglobinas em pH acido (6,2)

Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em posicdes
semelhantes na eletroforese em pH alcalino, e caracterizagdo semiquantitativa de
Hb Fetal (VELLA, 1968).

Eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH 8,6

Técnica utilizada para verificar qual cadeia globinica esta alterada. A solucéo
utilizada é o tampao Tris-EDTA-Borato, pH 8,6 (70 mL) com uréia (36g - 8,562M) e
2-mercaptoetanol (C2H60S, 6.4mL - 1.17M). O substrato de aplicacdo dos
hemolisados foram fitas de acetato de celulose (SCHNEIDER, 1974).

Separacdo e quantificacdo das cadeias globinicas por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC)

Com base na carga ibnica de cada uma das fragbes de Hb é possivel
identificar o perfil das Hb e os valores percentuais de cada uma das fragbes. O
equipamento utilizado sera o Ultra? (TRINITY BIOTECH) com o kit de analise

Genesys.



4. RESULTADOS

Das 99 amostras sanguineas analisadas, 21 (21.21%) apresentaram
alteracdes de hemoglobinas sendo cinco (5.05%) heterozigose para a Hb S, também
denominado de traco falciforme (AS); trés (3.03%) apresentaram heterozigose para
Hb C (Hb AC); um (1.01%) apresentou persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal
(PHHF) e dez (10.1%) apresentaram beta-talassemia heterozigota. Somente duas
(2.02%) apresentaram padrdes raros de hemoglobinas variantes sendo a Hb B2,

mutante de cadeia delta, e a Hb Stanleyville II, mutante de cadeia alfa (Figura 1).

Beta talassemia
Hb AF 10,1%
Hbac 1.01%

3,03%

Hb raras

Hb AS
5,05%

Hb AA
78,78%

Figura 1. Frequéncia das hemoglobinopatias no grupo amostral.

Nos testes basicos de triagem para hemoglobinopatias a Hb B2 migra abaixo
da Hb A2 na eletroforese alcalina e a Hb Stanleyville 1l migra na posicdo da Hb S
(Figura 2). Na eletroforese acida ambas migram juntamente com a Hb A (Figura 3).
Foram realizados testes complementares para a correta identificacdo das
hemoglobinas variantes. Na eletroforese de cadeias polipeptidicas, a Hb B2
apareceu como um padrao normal com cadeias do tipo beta A (BA) e alfa A (a?). Ja a

Hb Stanleyville Il apareceu a cadeia polipeptidica alfa mutada (ao?) (Figura 4).
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Figura 2. Eletroforese alcalina. 1. Padrdo Hb A2
aumentada; 2. Hb A/B2; 3. Hb A/Stanleyville II; 4. Padrdao Hb
AS
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Figura 3. Eletroforese acida. 1. Padrdo Hb AS; 2. Hb A/B2;
3. Hb A/Stanleyville 11.

—> Pontode aplicacdo

Figura 4. Eletroforese alcalina de cadeias polipeptidicas. 1.
Padrdo Hb As; 2. Hb A/B2; 3. Hb A/Stanleyville II.

A confirmagéo dessas duas Hb variantes ocorreu por meio da analise da
cromatografia realizada pelo HPLC da Trinity Biothech. A Hb B2 por ser uma
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mutante de cadeia delta, a qual forma juntamente com a cadeia alfa a Hb A2, esta
apresentou-se diminuida no HPLC com 1,1%. Assim, verificamos uma fracao
minoritaria também de 1,1% da Hb B2, a qual é formada pela juncdo da cadeia alfa
com a delta mutada (Figura 5). A Hb Stanleyville I, por ser mutante de cadeia alfa,

apresentou uma concentracdo abaixo de 25% com 22,6% (Figura 6).
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Figura 5. Cromatografia da Hb B2
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho apresentou a descricdo de duas hemoglobinas raras
encontradas na populagédo de estudo sendo a Hb B2 e a Hb Stanleyville 1l. Ambas
sdo enquadradas dentro da categoria das Hb variantes, em que, devido a uma
mutacdo nos genes que produzem as cadeias globinicas, estas sdo sintetizadas
erroneamente levando a producédo de uma Hb com estrutura alterada.

A Hb B2 é uma Hb variante de cadeia delta formada devido a substituicdo de
um aminoacido, a glicina (Gly) por arginina (Arg) na proteina que compde a Hb.
Devido a esta alteracédo, a cadeia delta mutada em combinacdo com a cadeia alfa
forma a Hb B2 (a2* d2M) e a delta normal com a cadeia alfa forma a Hb A2 (a2” 527).
Sempre que ha a Hb B2, a Hb A2 apresenta-se com seus niveis diminuidos, abaixo
de 2,5%, por haver a formagdo do tetramero a2 d:M. A presenca da Hb B2 é
assintomatica, pois seus niveis sdo muito baixos (FERREIRA; ZAMARO; BONINI-
DOMINGOS, 2010). No presente trabalho a deteccdo da Hb B2 sé foi possivel
devido a visualizagdo da sua presenca logo abaixo da Hb A2 na eletroforese
alcalina, e da confirmagéo pelo HPLC.

A Hb Stanleville 1l é uma Hb variante de cadeia alfa caracterizada pela
substituicdo de um aminoacido asparagina (Asn) por lisina (Lys). Por ser uma
variante de cadeia alfa, frequentemente somente um gene é afetado, portanto, na
producdo das Hb temos a presenca de aproximadamente 25,0% da Hb alterada
formada pela juncdo de cadeia alfa mutada com beta normal (a2V B2*) (SILVA,
2012). No presente trabalho, as eletroforeses alcalina, acida e de cadeias
polipeptidicas direcionaram para a presenca de uma Hb variante de cadeia alfa. A
confirmacéo foi feita através da interpretacdo do cromatograma gerado pelo HPLC
da Trinity Biotech.

Com esta investigacao foi possivel verificar que na regido de Sdo José do Rio
Preto ha Hb raras, provavelmente devido a miscigenacdo, e que o diagnostico das
hemoglobinopatias consiste de testes especificos com a necessidade de

profissionais especializados para a correta interpretacéo dos resultados.

6. CONCLUSAO
As duas hemoglobinas raras relatadas no estudo sé foram possiveis devido
aos testes e experiéncia do profissional para o diagnostico de hemoglobinopatias.

Portanto, € importante ter profissionais experientes e realizar uma comparacdo em



9

conjunto de todos os métodos para a correta identificacdo destas hemoglobinas

raras.
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