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Introdução: As hemoglobinopatias são as doenças monogênicas 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 miscigenação da população 

brasileira, são encontradas hemoglobinas raras e de difícil diagnóstico. Objetivo: 

Identificar e descrever a presença de hemoglobinopatias raras em uma população 

da região de São José do Rio Preto-SP. Metodologia: Foram investigadas 99 

amostras de sangue para as hemoglobinopatias de indivíduos da região de São 

José do Rio Preto, SP. As análises consistiram em eletroforese alcalina e ácida, 

eletroforese de cadeias polipeptídicas, resistência globular osmótica, morfologia 

eritrocitária e cromatografia líquida de alta performance (HPLC). Resultados: Das 

99 (100%) amostras sanguíneas analisadas, 21 (21.21%) apresentaram alguma 

alteração 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 II). O diagnóstico para ambas foram concluído pelo método HPLC.  

Conclusão: As alterações de hemoglobinas encontradas são raras na população 

brasileira, é necessário uma avaliação cautelosa e profissionais qualificados para 

um diagnóstico correto.  

 

 
LEANDRO DE MORAIS BARROS 

Biomédico 
 
 

 
AUTOR 

 

 
RESUMO 

 

 
PALAVRAS-CHAVE 

 

 



2 

           1. INTRODUÇÃO 

 

A hemoglobina (Hb) humana é uma proteína presente nas hemácias 

responsável pelo transporte de gases dos pulmões para os tecidos e vice e versa. A 

Hb é formada por quatro cadeias globínicas, duas do tipo alfa e duas do tipo beta e 

cada cadeia contém um átomo de ferro que possui a capacidade de se ligar à 

molécula de oxigênio (SONATI; COSTA, 2008). 

Os cromossomos que possuem os genes que codificam as globinas estão 

situados no braço curto do cromossomo 11 e 16. O cromossomo 11 possui a família 

gênica que irão sintetizar a beta globina - épsilon (ε), gama (γ), delta (δ) e beta (β); e 

o cromossomo 16 possui os genes que irão sintetizar a alfa globina - dois alfa (α2 e 

α1) e um zeta (ζ) (WEATHERALL; CLEGG, 2001 a).  

Alterações em qualquer um destes genes podem causar as 

hemoglobinopatias. As hemoglobinopatias são alterações genéticas autossômicas 

recessivas associadas a sínteses de Hb que caracterizam uma das mais frequentes 

doenças monogênicas do mundo (WEATHERALL; CLEGG, 2001 a). Estas são 

divididas em dois grupos: as Hb variantes e as talassemias. As Hb variantes 

geralmente são causadas por mutações pontuais nos genes que sintetizam tanto as 

cadeias alfa quanto as beta e estas alterações causam a síntese de uma proteína 

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 

Doença Falciforme (CANÇADO; JESUS, 2007) caracterizada pela troca do vigésimo 

nucleotídeo, adenina por uma timina (GAG → GTG), no gene da beta-globina e 

resulta na substituição do sexto aminoácido, o ácido glutâmico por uma valina 

(INGRAM, 1957). As talassemias são caracterizadas por mutações, também 

geralmente pontuais, que diminui a síntese de alguma cadeia globínica. Elas são 

denominadas de acordo com a cadeia globínica alterada exemplo, alfa ou beta-

talassemia, sendo estas as mais frequentes (WEATHERALL; CLEGG, 2001 b).  

Por existir muitos genes que codificam as cadeias globínicas, algumas 

alterações podem dar origem as Hb raras. Atualmente são descritas 

aproximadamente 1.786 alterações de hemoglobinas, sendo a maioria Hb variante 

seguida das talassemias (Globin Gene Server). 

Muitas pessoas no mundo possuem alguma alteração de Hb anormais com 

consequências que variam de quase imperceptíveis à  letais (LEONELI et al., 2000). 
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 Geralmente a presença de Hb raras não causa nenhum sintoma ao paciente, 

porém, sua combinação com outras Hb alteradas, como a Hb S, pode causar alguma 

manifestação clínica. Por ser assintomático, o paciente não procura o diagnóstico 

correto e quando precisa de diagnóstico, são poucos os centros especializados com 

pessoas capacitadas. A correta identificação e classificação das hemoglobinopatias 

são importantes para a medicina, genética e bioquímica (LEONELI et al, 2000).   

 

2. OBJETIVO 

 

Identificar e descrever a presença de hemoglobinopatias raras na população 

da região de São 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.  

 

Casuística 

Foram analisadas 99 amostras de sangue periférico, aproximadamente 4mL, 

provenientes de laboratórios conveniados com o Laboratório Centro de Diagnóstico 

de Anemias (C.D.A. LABORATÓRIOS) da região de São José do Rio Preto, SP. 

Todos os testes para o diagnóstico das hemoglobinopatias foram realizados 

no C.D.A. e aquelas com hemoglobinas raras foram direcionadas para o Laboratório 

de Hemoglobinas e Genética das Doenças Hematológicas (LHGDH), do 

Departamento de Biologia sediado na Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”-Instituto de Biociências Letras e Ciências Exatas (IBILCE) campus 

de São José do Rio Preto, SP para a realização de testes complementares.  

 

Resistência globular osmótica em solução de NaCl a 0,36% 

Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na 

forma heterozigota, pois nesses casos os eritrócitos microcíticos são mais 

resistentes à hemólise nesta solução. A resistência globular não é específica para 

talassemia beta heterozigota, já que resultados positivos são encontrados também 

em anemias carenciais e em outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos 

para Hb C (SILVESTRONI; BIANCO, 1975). 
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Análise, a fresco, da morfologia eritrocitária 

Os esfregaços sanguíneos, a fresco, serão analisados ao microscópio óptico, 

quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrócitos. Os resultados serão 

divulgados da seguinte maneira, segundo padronização do LHGDH para cada um 

dos parâmetros avaliados: (N) células normais; (+) alterações discretas; (++) 

alterações moderadas; (+++) alterações acentuadas (BONINI-DOMINGOS, 2006). 

 

Eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino (8,6) 

Técnica qualitativa utilizada para detecção 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 ácido (6,2) 

Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em posições 

semelhantes na eletroforese em pH alcalino, e caracterização semiquantitativa de 

Hb Fetal (VELLA, 1968). 

 

Eletroforese de cadeias polipeptídicas em pH 8,6  

Técnica utilizada para verificar qual cadeia globínica esta alterada. A solução 

utilizada é o tampão Tris-EDTA-Borato, pH 8,6 (70 mL) com uréia (36g - 8,562M) e 

2-mercaptoetanol (C2H6OS, 6.4mL - 1.17M). O substrato de aplicação dos 

hemolisados foram fitas de acetato de celulose (SCHNEIDER, 1974). 

 

Separação e quantificação das cadeias globínicas por cromatografia 

líquida de alta performance (HPLC) 

Com base na carga iônica de cada uma das frações de Hb é possível 

identificar o perfil das Hb e os valores percentuais de cada uma das frações. O 

equipamento utilizado será o Ultra2 (TRINITY BIOTECH) com o kit de análise 

Genesys.  
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          4. RESULTADOS 

  

 Das 99 amostras sanguíneas analisadas, 21 (21.21%) apresentaram 

alterações de hemoglobinas sendo cinco (5.05%) heterozigose para a Hb S, também 

denominado de traço falciforme (AS); três (3.03%) apresentaram heterozigose para 

Hb C (Hb AC); um (1.01%) apresentou persistência hereditária de hemoglobina fetal 

(PHHF) e dez (10.1%) apresentaram beta-talassemia heterozigota. Somente duas 

(2.02%) apresentaram padrões raros de hemoglobinas variantes sendo a Hb B2, 

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

 

 

Figura 1. Frequência das hemoglobinopatias no grupo amostral. 

 

Nos testes básicos de triagem para hemoglobinopatias a Hb B2 migra abaixo 

da Hb A2 na eletroforese alcalina e a Hb Stanleyville II migra na posição da Hb S 

(Figura 2). Na eletroforese ácida ambas migram juntamente com a Hb A (Figura 3). 

Foram realizados testes complementares para a correta identificação das 

hemoglobinas variantes. Na eletroforese de cadeias polipeptídicas, a Hb B2 

apareceu como um padrão normal com cadeias do tipo beta A (βA) e alfa A (αA). Já a 

Hb Stanleyville II apareceu a cadeia polipeptídica alfa mutada (αA) (Figura 4).  
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Figura 2. Eletroforese alcalina. 1. Padrão Hb A2 
aumentada; 2. Hb A/B2; 3. Hb A/Stanleyville II; 4. Padrão Hb 
AS 

 

 

Figura 3. Eletroforese ácida. 1. Padrão Hb AS; 2. Hb A/B2; 
3. Hb A/Stanleyville II. 

 

 

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

 

A confirmação dessas duas Hb variantes ocorreu por meio da análise 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 diminuída no HPLC com 1,1%. Assim, verificamos uma fração 

minoritária também de 1,1% da Hb B2, a qual é formada pela junção da cadeia alfa 

com a delta mutada (Figura 5). A Hb Stanleyville II, por ser mutante de cadeia alfa, 

apresentou uma concentração abaixo de 25% com 22,6% (Figura 6).  

 

 

Figura 5. Cromatografia da Hb B2 

         

 

Figura 6. Cromatografia da Hb Stanleyville II 
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5. DISCUSSÃO          

 O presente trabalho apresentou a descrição de duas hemoglobinas raras 

encontradas na população de estudo sendo a Hb B2 e a Hb Stanleyville II. Ambas 

são enquadradas dentro da categoria das Hb variantes, em que, devido a uma 

mutação nos genes que produzem as cadeias globínicas, estas são sintetizadas 

erroneamente levando a produção de uma Hb com estrutura alterada.  

 A Hb B2 é uma Hb variante de cadeia delta formada devido a substituição de 

um aminoácido, a glicina (Gly) por arginina (Arg) na proteína que compõe a Hb. 

Devido a esta alteração, a cadeia delta mutada em combinação com a cadeia alfa 

forma a Hb B2 (α2
A δ2

M) e a delta normal com a cadeia alfa forma a Hb A2 (α2
A δ2

A). 

Sempre que há a Hb B2, a Hb A2 apresenta-se com seus níveis diminuídos, abaixo 

de 2,5%, por haver a formação do tetrâmero α2
A δ2

M. A presença da Hb B2 é 

assintomática, pois seus níveis são muito baixos (FERREIRA; ZAMARO; BONINI-

DOMINGOS, 2010). No presente trabalho a detecção da Hb B2 só foi possível 

devido a visualização da sua presença logo abaixo da Hb A2 na eletroforese 

alcalina, e da confirmação pelo HPLC. 

 A Hb Stanleville II é uma Hb variante de cadeia alfa caracterizada pela 

substituição de um aminoácido asparagina (Asn) por lisina (Lys). Por ser uma 

variante de cadeia alfa, frequentemente somente um gene é afetado, portanto, na 

produção das Hb temos a presença de aproximadamente 25,0% da Hb alterada 

formada pela junção de cadeia alfa mutada com beta normal (α2
M β2

A) (SILVA, 

2012). No presente trabalho, as eletroforeses alcalina, ácida e de cadeias 

polipeptídicas direcionaram para a presença de uma Hb variante de cadeia alfa. A 

confirmação foi feita através da interpretação do cromatograma gerado pelo HPLC 

da Trinity Biotech. 

Com esta investigação foi possível verificar que na região de São José do Rio 

Preto há Hb raras, provavelmente devido a miscigenação, e que o diagnostico das 

hemoglobinopatias consiste de testes específicos com a necessidade de 

profissionais especializados para a correta interpretação dos resultados. 

 

6. CONCLUSÃO  

As duas hemoglobinas raras relatadas no estudo só foram possíveis devido 

aos testes e experiência do profissional para o diagnóstico de hemoglobinopatias. 

Portanto, é importante ter profissionais experientes e realizar uma comparação em 
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conjunto de todos os métodos para a correta identificação destas hemoglobinas 

raras. 
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