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Senhor Editor

O numero de hemoglobinas variantes descritas na lite-
ratura tem aumentado significativamente. Até o momento,
mais de novecentas ja foram catalogadas no Hemoglobin
Variant Data Base desenvolvido na World Wide Web.!

Os métodos de diagndstico laboratorial utilizados atu-
almente para a identificacdo de hemoglobinas variantes so-
freram modificacdes. Os detalhes nas metodologias estdo
descritas nos protocolos disponiveis em www.lhgdh.ibilce.
unesp.br e foram resultantes de dissertacdes e teses sobre 0
assunto.2® Com a nova experiéncia estabeleceu-se 0 seguin-
te fluxo de andlise:

Todas as amostras passam por uma triagem inicial para
hemoglobinopatias, composta por trés testes: resisténcia
globular osmética em cloreto de sodio a 0,36%, andlise da
morfologia eritrocitéria a fresco e eletroforese em acetato de
celulose em pH alcalino.? O teste de resisténcia globular
osmaticaé utilizado para detectar tal assemia beta heterozigota,
mas apresenta também positividade em alguns casos de
hemoglobinas variantes. Na analise da morfologia eritrocitaria
sdo0 avaliados o tamanho, aforma e a coloracéo dos eritrocitos.
Também ndo é um teste especifico, pois células com micro-
citose e hipocromia sdo observadas nos portadores de talas-
semia beta heterozigota e de associacdes de hemoglobino-
patias. E possivel a visualizagio de células em formade foice,
indicativas de Hb S ou células em avo, que indicam a presen-
cadeHb C.2

A eletroforese em pH alcalino é utilizada para a qualifi-
cacdo e quantificacdo de hemoglobinas normais e anormais.
As diferentes mobilidades eletroforéticas sdo originadas por
alteraces de carga elétrica, causadas por substituicbes de
aminoécidos no polipeptideo. As proteinas geradas por subs-
tituicdes com cargas semelhantes a outras variantes apre-
sentardo migragdo similar neste pH, como, por exemplo, as
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HbA,, Hb C,HbOeHbE,eHb S, Hb D eHb G* Mapas de
perfil eletroforético com o tragado de migracfes especificas
de hemoglobinas normais e anormais devem ser consultados
para auxiliar a identificagdo.??

Os testes de triagem, isoladamente, ndo sdo especifi-
cos para quaisquer hemoglobinopatias; porém, em combina-
¢ao, podem auxiliar no diagnéstico da alteracdo e direcio-
namento dos procedimentos subseqiientes, auxiliando no
entendimento dos processos fisiopatol 6gicos associados ao
distirbio genético em questdo.?

O segundo passo na investigacdo de hemoglobinas
variantes é submeter as amostras a eletroforese em gel de
agar fosfato, pH 6,2, especifica para diferenciar alguns tipos
de hemoglobinas, como, por exemplo, Hb SdaHb D eaHb C
da Hb E, que, em pH alcalino, apresentam co-migracao.

ApOs esses procedimentos e analise dos resultados
obtidos, as amostras sdo submetidas a testes mais especifi-
cos na caracterizacdo de hemoglobinas variantes.

A eletroforese de cadeias globinicas, pH acalino, apre-
senta boa resolucéo para os mutantes de cadeia alfa e beta.
Apresenta limitaces, em relacdo as hemoglobinas D-Los
Angeles e Hb Korle-Bu, que apresentam fragdo similar neste
procedimento.?®

A eletroforese de cadeias globinicas, pH écido permite
a separacao das fragbes de globinas por suas afinidades di-
ferenciadas em pH éacido. Apresenta boa visualizagdo das
globinas gama.

O HPLC possui maior acurécia do que os procedimen-
tos eletroforéticos. O sistema automatizado é de fécil manu-
seio e os resultados sdo apresentados rapidamente. O equi-
pamento Variant com o programa " - Thalassemia Short" (Bio-
Rad Laboratories) € utilizado para a quantificagdo das Hb A,
eHbF, aém daidentificacdo dasHb A,Hb S,Hb D eHb C. O
tempo de retencdo das fragdes normais permite padronizar o
tempo de eluicdo das variantes, sendo este um critério adici-
onal para identificagdo. Entretanto, pequenas variagdes no
tempo de eluicdo da coluna cromatografica podem levar a
hemoglobina variante a ser eluida em outra "janela". Além
disso, algumas variantes ndo sdo eluidas em "janelas" pro-
prias, como as Hb Lepore ou Hb E. Dessa forma, € necessaria
a averiguacdo dos dados por meio de procedimentos eletro-
foréticos.

Outras variantes, como a Hb Korle-Bu, apresentam com-
portamento eletroforético idéntico a Hb D, além de ser eluida
na mesma "janela’ (Hb D), diferindo apenas no tempo de
retencdo e no perfil cromatogréfico, com desvio da linha de
base.??

A padronizacéo dos resultados normais e das hemo-
globinas variantes encontradas na populacéo brasileira se
faz necesséria, bem como o estabelecimento dos padrdes
para cada laboratério. Além disso, devem ser utilizadas técni-
cas ainda mais sensiveis para elucidacdo da suspeita e a
associacdo de varias delas, objetivando um diagnostico pre-
ciso.*2 Definido o possivel mutante, deve-se gjustar a esco-
Ilha da metodologia de confirmagao.

A PCR, aliada as endonucleases de restri¢éo, consti-
tui um importante instrumento de andlise. Os RFLP sdo
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definidos pela existéncia de fragmentos de restricdo que
diferem em tamanho apos a agdo dessas enzimas. Sua pre-
senca pode ser utilizada como um marcador genético ou
para confirmacdo da mutacdo que leva a formacéao da
hemoglobina variante.?

Os aelos mutantes também podem ser identificados
através da metodologia ASO na qual uma sonda € sintetiza-
da, com comprimento ideal para permitir uma hibridacéo es-
pecifica e diferencial, baseada na substituicdo de um Unico
nucleotideo. A hibridagdo ocorrera apenas se a sonda e o
DNA alvo forem totalmente complementares. A metodologia
PCR-ASO é um teste rgpido e especifico, tornando-se um
método Util para a andlise genética.?

Conclusdes

Cada metodologia de diagnéstico apresenta limitagdes
na identificacdo das hemoglobinas anormais, e a co-migra-
¢do pode subestimar a freqiiéncia de algumas hemoglobinas
variantes.® Portanto, a combinacdo de vérias técnicas cléssi-
cas e moleculares parece ser necessaria para a identificagdo
acurada das hemoglobinas variantes.®

O estudo familial também pode auxiliar no esclareci-
mento de herancas complexas, como a interagdo de Hb E, Hb
Lepore e talassemia alfal® ou excluir a homozigose para as
variantes de hemoglobinas, como citado por Ozsoylu (1970),
em que um individuo foi erroneamente diagnosticado como
homozigoto para Hb D e posteriormente foi identificado como
portador de Hb D e talassemia beta.

O correto diagnostico laboratorial € de grande impor-
téncia para as formas interativas de hemoglobinas, especial-
mente no Brasil, tendo em vista os inlmeros casos de asso-
ciacdo de hemoglobinopatias, além de variantes que apre-
sentam co-migragdo. A ocorréncia de tais associagdes exige,
portanto, que todos os recursos disponiveis, em nivel labo-
ratorial, sejam utilizados, em beneficio do paciente e seus
familiares. O esclarecimento diagndstico destes casos € fun-
damental, tanto para o correto aconselhamento genético quan-
to para se evitarem tratamentos inadequados ou desneces-
sarios dos seus portadores.

O aconselhamento genético depende de um diagnos-
tico preciso e da defini¢do da etiologia, quando possivel.
Com base na historia familiar, testes apropriados e conheci-
mento da literatura, faz-se uma estimativa do risco de recor-
réncia. O processo de aconselhamento pode estender-se a
outros membros da familia que estejam sob risco de desen-
volver uma doenca em questéo ou ter filhos afetados. As
decisdes sobre ter filhos, usar medidas contraceptivas e
fazer diagnostico pré-natal devem ser tomadas pelos indi-
viduos envolvidos, com o auxilio do aconselhador. Os pro-
gramas de triagem neonatal para identificar individuos por-
tadores séo um importante elemento dos programas de acon-
selhamento genético.™

Além disso, o diagnéstico pré-natal das hemoglobi-
nopatias, como no caso da associagcdo de Hb S e D, pode ser
realizado, resultando na continuidade da gravidez ou néo,
nos paises em que o aborto € legalizado, como nos Estados

Unidos, ou na adogcdo de medidas profilaticas precoces. Ou-
tra preocupacdo, que devera tomar lugar nos proximos anos,
serd a andlise em odcitos doados para métodos de reprodu-
¢do assistida, uma vez que foi relatada a co-heranca de Hb D-
LosAngeles e Hb S em uma crianca gerada a partir de odcito
doado, fecundado com o espermatozéide do pai, portador de
Hb S22

Abstract

Among the electrophoretical methodologies for hemoglobin
examinations under different experimental conditions,
isoelectrofocusing and high performance liquid chromatography
are the most frequently used for the detection of hemoglobin
variants. Moreover, molecular techniques are also developed in
many laboratories. The correct laboratorial diagnosis of
hemoglobin alterations is especially important for the interactive
forms principally in Brazil, because of the many associations of
hemoglobin alterations and variants with co-migration. The
association of classical and molecular techniques is essential for
accurate identification of hemoglobin variants.
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As hemoglobinopatias sdo grupos heterogéneos de
disturbios herdados recessivamente que incluem as talas-
semias e as doencas falciformes. As mutaces que as origi-
nam sdo especificas de algumas regides e, em muitos casos,
determinadas por distribui¢Bes étnicas e geograficas, funda-
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mentando os programas de controle destas alteracbes e o
aconselhamento genético.t?

Doenca falciforme € o termo genérico para afamilia das
hemoglobinopatias caracterizadas pela presenca da hemo-
globina S (Hb S). O defeito genético constitui basicamente a
substituicdo do acido glutdmico pela valina na posicao seis
da cadeia beta da hemoglobina. Esta é uma das alteragdes
genéticas mais comuns em todo o mundo, acometendo apro-
ximadamente um em cada quatrocentos individuos da raca
negra. No Brasil se caracteriza por significativa misturaracial
onde o processo de colonizacdo teve grande influéncia na
dispersdo dos genes anormais, principalmente talassemia e
falcemias.2® As formas clinicas mais importantes atualmente
sd0 os niveis de hemoglobina fetal (Hb F), a coexisténcia de
outras hemoglobinopatias hereditarias (ex: talassemias) e, fi-
nalmente, os diferentes hapl6tipos para a Hb S4°

Os niveis de hemoglobina fetal correspondem a menos
de 1% da hemoglobina total em individuos maiores de 1 ano
de idade, porém h& casos onde €eles se encontram bem mais
elevados devido a fatores hereditarios. Esses individuos apre-
sentam menor severidade da anemia falciforme, ja que as
moléculas de Hb F ndo participam do processo de polimeri-
Zagdo que ocorre entre as mol éculas de hemoglobina S desoxi-
genada (desoxi Hb S).4¢

A associacdo da doenca falciforme com outras hemo-
globinopatias hereditérias é relativamente frequente e leva a
uma diversidade de quadros clinicos que variam desde for-
mas assintomaticas até as mais severas. Quando a hemo-
globina S é desoxigenada, a substituicdo do acido glutémico
pela valina na posicao seis da cadeia beta resulta numa
interacdo hidrofobica com outras moléculas de hemoglobina,
desencadeando uma agregacéo em grandes polimeros.”®

A polimerizacdo da hemoglobina S desoxigenada é o
evento primario na patogénese molecular da doenca falci-
forme, resultando na distor¢cdo da forma da hemacia e dimi-
nuicdo acentuada da sua capacidade de se deformar.® Os
afoicamentos repetidos podem também levar a formacdo de
inclusbes com caracteristicas morfolégicas de pegquenos cor-
pusculos de Heinz. Essas inclusdes se ligam a membrana e
séo parcialmente responsaveis pela destruicdo prematura
dessas hemécias.?

O diagnostico laboratorial, além de sinais indiretos de
hemolise caracterizados por hiperbilirrubinemia indireta e
reticulocitose, é o teste de afoicamento positivo (utilizando
como agente redutor 0 metabissulfito de sodio) ou o teste de
solubilidade indicando a presenca de Hb S, mas ndo fazem
distincéo entre anemia falciforme, traco falciforme e hete-
rozigotos compostos como a S/b talassemia. E a eletroforese
de hemoglobina que estabelece o diagnostico.®

O fendmeno algico, as vezes de grande intensidade, se
manifesta em geral por dor musculo-esquelética, toracica ou
abdominal, podendo, todavia, se originar em qualquer teci-
do, sendo necessario estabelecer seu diagndstico diferenci-
al com outras causas de dor, ligadas ou ndo a hemoglo-
binopatia S.201

Infeccbes severas sd0 a maior causa de mortalidade e
morbidade nos pacientes com anemia falciforme. Os sitios




