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Dificuldades no diagnostico laboratorial das hemoglobinopatias!
Dificulties on the laboratorial diagnosis of hemoglobinopathies

Paulo Cesar Naoum?
Claudia R. Bonini-Domingos®

Ha& varios tipos de hemoglobinopatias que sdo caracterizados por variantes das
hemoglobinas anormais (ex: Hb S, Hb C, Hb Instaveis,etc) e por talassemias (ex: tal.
alfa, tal. beta, tal.beta/delta,etc) As hemoglobinopatias séo consideradas como uma
das doengas genéticas mais comuns em todo o mundo, com prevaléncia de portadores
heterozigotos de seus principais tipos em aproximadamente 5% da populagdo mundi-
al. Devido a heterogenidade clinica e genética dessas alteragdes genéticas é fundamen-
tal estabelecer a investigacdo laboratorial das diferentes formas de hemoglobinas
variantes e de talassemias. Este artigo apresenta as principais dificuldades laboratoriais
que envolvem a complexidade molecular das hemoglobinopatias. Rev. bras. hematol.

hemoter. 2007;29(3):226-228.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias;talassemias; doenca falciforme.

Introducéo

Hemogl obinopatias € o0 nome dado aos grupos de do-
encas autossdmicas recessivas que compreendem as talas-
semias, doenga falciforme, hemoglobinas instaveis e
hemoglobinas variantes com alteragdes funcionais. As
talassemias sdo decorrentes do desequilibrio das concentra-
¢Bes de globinas afa e beta, afetadas durante seus proces-
sos de sintese, que diminuem ou suprimem a produgéo de
globinasalfaou betaque compde o tetramero damol éculade
hemoglobina. A diversidade das |esGes genéticas que afetam
as sinteses de globinas nos genes alfa e beta resultam a
expressiva heterogeneidade clinica, celular e de resultados
laboratoriaisdastalassemias.* O grupo dadoencafalciforme
se caracterizapor diferentes genttipos bem definidos. Entre-
tanto, ainteracdo daHb S com talassemias alfa e beta, bem
como com deficiénciade enzimas eritrocitérias, notadamente
aG-6PD, dificultao diagndsticolaboratorial. Ashemoglobinas
instaveis, por suavez, sdo dispares nas suas origens genéti-
cas, nas evidéncias clinicas e nos resultados laboratoriais.
Esse grupo de hemoglobinas, composto por variantes de

globinas alfa e beta, com mutagdes em regides sensiveis do
tetrémero molecular, € 0 que apresentamaior grau de compli-
cacao no diagnastico laboratorial. As hemoglobinas varian-
tes com ateracBes funcionais sdo aquel as que interferem no
processo fisiol 6gico daafinidade pel o oxigénio. Essashemo-
globinopatias se devem atrocas de aminoacidos em regides
que permitem amovimentac&o do tetrAmero durante aoxige-
nag&o, quais sejam, os contatosintermoleculares o B2, o
e B*B?, principalmente.

Por todas essas razdes, as dificul dades para o diagnos-
tico laboratoria se apresentam quando néo se dispde de um
ou mais itens relacionados a seguir:

¢ conhecimento cientifico e técnico para efetuar o
estudo das hemoglobinopatias;

¢ informag0es sobre a suspeita clinica do paciente;

¢ informacBesrelativas ao eritrogramae, em espe-
cial, dos indices hematimétricos;

¢ possibilidade deredlizar arepeticdo dos examesdo
paciente;

¢ possibilidade derealizar exames nos pais do pa-
ciente.
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Dificuldades no diagndstico laboratorial das
talassemias

Talassemia alfa—A principal caracteristicalaboratorial
datalassemia alfa é avisualizacdo da Hb H em amostras de
sangue hemolisados com saponina a 1% e submetidas a
eletroforese em acetato de celulose — o fundo branco deste
tipo de eletroforese facilitaaidentificagdo daHb H. AHb H
pode apresentar concentracOes visiveis a partir de 0,5% a
1,0%. Geralmente, portadores de Hb H com concentracéo
entre 0,5% e 2,0% ndo mostram alteragcGes numeéricas no
eritrograma. Por outro lado, portadoresde Hb H com concen-
tragOes entre 3,0% e 7,0% apresentam eritrogramatipico de
talassemiamenor, com eritrocitose em rel acdo do hematécrito
eindicesVCM eHCM reduzidos. A doencade Hb H, entre-
tanto, é de facil diagnostico, pois a concentragéo daHb H é
sempremaior que 15% e o eritrogramaexibe expressivasalte-
racGes morfol 6gicas associ adas amoderado grau de anemia.
As dificuldades se apresentam principalmente devido aim-
periciatécnica, seguida de situagdes especificas, por exem-
plo: na interacdo alfa/beta talassemia, desequilibrio entre
globinas afae beta pode ser minimo e, dessaforma, aHb H
setornaindetectavel por eletroforese ou na pesquisa citol 6-
gicacom azul decrezil brilhante.

Talassemia beta menor — Em 90% dos portadores de
talassemia beta menor, aconcentragdo daHb A, apresenta-
seelevada (>4%-7%), com eritrograma composto por eritro-
citose em relagdo ao hematécrito, indices\VCM e HCM re-
duzidos, morfologia eritrocitaria com presenca de micro-
citos esquisocitos, dacridcitos, hipocromia e pontilhados
basofilos. A principal dificuldade ocorre pelaconcentragéo
"normal” de Hb A, decorrente da associagdo com anemia
ferropénica — a baixa concentragdo de ferro interfere na
sintese de globina delta, diminuindo a sintese da Hb A,
Uma outra situagao € ainteragdo da tal assemia beta menor
com talassemiaalfa, fato que diminui o desequilibrio entre
globinas alfa e beta e, por essa razéo, a Hb A, pode-se
apresentar em niveisnormaiseaHb H tornar-se visualmen-
teimperceptivel. Ha casos em que o portador de tal asse-
mia beta menor apresenta aumento das concentracdes
de Hb A, e de Hb fetal (> 2% a 5%), ou ent&o com nivel
normal deHb A, eHbfetal elevada (> 2% a5%).?

Talassemia beta maior — Laboratorialmente, o pacien-
te com talassemia beta maior apresenta anemia grave com
exuberante ateracdo da morfologia eritrocitéria. A andlise
eletroforéticarevelaelevada concentracéo de Hb Fetal entre
20% e 100% dependendo do tipo genético datal assemiabeta.
A maior dificuldade se deve aanalise de sangue de pacientes
transfundidos recentemente, bem como a dificuldade de se
realizarem exames nos pais antesde emitir o laudo definitivo.
A despeito dessas dificuldades, atalassemiabetamaior é de
fécil diagnostico laboratorial .2
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Dificuldades no diagnéstico da doenca
falciforme

A sindrome fal cémicaimpde o correto diagndstico cli-
nico, fundamentado no diagnostico laboratorial. Os diferen-
testipos de associagdo genéticadaHb S, com destaque para
a homozigose ou Hb SS, interagéo com talassemia beta ou
Hb S/BetaTal., interac8o com talassemiaafaou Hb SH, eas
duplas heterozigoses, Hb SC e Hb SD, principalmente, ne-
cessitam de métodos complementares (el etrof orese em agar-
acido, dosagem de Hb Fetal, pesquisa de Hb H, etc) e, em
especia o eritrograma. A maior dificuldade é observadaquan-
do aeletroforese fracionaaHb S com Hb Fetal elevada (ex.:
15% de Hb Fetal), caracterizando a Hb SF. Nesses casos, a
Hb Fetal elevada pode estar relacionada a uma dessas trés
causas: persisténciahereditériade Hb Fetal associadaaane-
miafalciforme; Hb Fetal elevadadevido ao tratamento com
hidroxiuréia em paciente com anemiafalciforme; interagdo
Hb S/Betatalassemia. Nas duas primeiras causas os indices
hematimétricosVCM eHCM geramenteestdo normaise, em
especial, na Hb S/Persisténcia Hereditéria de Hb Fetal, a
hemoglobinatotal esta geralmente nos parametros normais,
enquanto naanemia falciforme com Hb Fetal elevadadevido
ao tratamento com hidroxiuréiahamuitavariagdo no nivel de
hemoglobina. Por outrolado, ainteragéio Hb S/Betatalassemia
mostra diminui¢do dos indices VCM e HCM. Portanto, as
dificuldades se devem ao desconhecimento por parte do la-
boratério do uso da medicacdo hidroxiuréia pelo paciente,
bem como da possibilidade de nédo ter os indices hema-
timétricos adisposicéo paracompletar aandliselaboratorial.
Paraessastrés situacfes expostas, as dificul dades diminuiri-
am se fosse possivel realizar os exames dos pais.®

A definicdo do provavel diagnostico laboratorial das
doengasfal ciformes, estabel ecidas com base em procedimen-
tos eletroforéticos, andlise do eritrograma e morfologia
eritrocitaria, pode ser compl etada pel as avaliacbes quantita-
tivas das frac6es de hemoglobinas e perfil cromatogréfico,
com rapidez e seguranca, pelaCromatografiaL iquidadeAlta
Perfomance — HPLC. A combinacé@o desses resultados
|aboratoriais define condutas metodol 6gicas pré-moleculares
e afastam asinteragdes com as hemoglobinassimilaresaHb
S, como sdo os casos daHb D, Hb Korle-Bu, Hb G, etc.*

Baseados nesses resultados em conjunto, o possivel
mutante serdavaliado quanto asuaviabilidade deidentifica-
¢ao, por bioinformética, estabelecendo os indicadores que
melhor se adequem as condigdes de amplificacdo do alelo e
estratégia de visualizagdo. Ressaltamos que a qualidade do
material gendmico a ser analisado € fundamental, e um bom
meétodo de extracdo e purificagdo deve ser escolhido segun-
do as condi¢Bes das amostras sangiineas. Apés aamplifica-
¢do do aelo, aidentificacdo do mutante poderaincluir andli-
se de fragmentos de digestéo por enzimas especificas, ge-
rando resultados diferentes parahomozigotos e heterozigotos
para a hemoglobina em questdo.>®




Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(3):226-228

Naoum PC

A PCR-AE — amplificacéo alel o-especifica— consiste
somente naamplificac8o dosaelosmutantese normais, faci-
litando aandlise e diminuindo custos, por ndo utilizar enzimas
de restrigdo.”

O conjunto deresultados|aboratoriais, tanto das meto-
dologias cléassicas, quanto das molecul ares, contribuem para
o conhecimento das hemoglobinas no Brasil, elucidando
interacOes e auxiliando na orientagdo genético-educacional

Dificuldade no diagndéstico das hemoglobinas
instaveis

A grande maioria das hemoglobinas instavels descri-
tas se devem atrocas de aminoécidos neutros, ex: prolinapor
treonina, tirosina por leucina, etc. Essas substitui¢oes de
aminoacidos ndo causam alteracdes de cargas €elétricas e,
portanto, ndo alteram o ponto isoelétrico da hemoglobina
mutante. Por essarazao, dificilmente ashemoglobinasinsta-
vei s apresentam posi ¢Oes el etrof oréticas ou cromatograficas
diferentes da Hb A. Entretanto, cerca de 80% apresentam
metaemoglobinemiae corposde Heinz. O teste especifico éa
desnaturagdo térmica a 50-55°C, fato que induz a precipita-
¢do daHbinstavel. Outrainformacéo importante é a presen-
ca de globinas alfa, proximo a aplicacdo da amostra, nas
hemoglobinas instaveis mutantes de globina beta. E funda-
mental para o diagnostico das hemoglobinas instaveis as
informacdes clinicas do paciente, com destague para proces-
so hemolitico. O eritrograma mostra anemia varidvel entre
discretae acentuada, VCM normal ou diminuido, HCM sem-
pre diminuido, morfologia eritrocitéria com presencga de
células mordidas e reticul ocitose moderada a acentuada.?

Dificuldades no diagnéstico das hemoglobinas
com alteracBes funcionais

As alteragBes funcionais das hemoglobinas se devem
estritamente as hemoglobinas com afinidade aumentada ao
oxigénio e as que se transformam naturalmente em meta-
emoglobina. Ha cerca de quarentatipos diferentes de hemo-
globinas com afinidade aumentada ao oxigénio, eamaioria
tem como caracteristica a eritrocitose elevada em conjunto
com o aumento do hematdcrito e hemoglobina (g/dL). Das
principai s hemoglobinas variantes com ateragdesfuncionais,
60% migram na posicdo de Hb A, pois as trocas de ami-
noécidos ndo envolvem diferenca de cargas elétricas, 20%
migram em posicOesintermediariasentreaHbA eHb S; 15%
sdo maisrapidas queaHbA e se situam proximo aposicéo de
Hb J e 5% migram na posi¢&o padréo daHb S. Dessaforma,
as dificuldades de interpretacéo por meio de eletroforeses
sd0 enormes. A curva de equilibrio de oxigénio obtida pela
avaliacdo do grau de saturagdo dahemoglobinaem relacdo a
pressoes definidas de oxigénio € aindaamelhor metodol ogia
convencional paraum diagndstico laboratorial répido e€fici-
ente. Por outro lado, os diferentestipos de metaemogl obinas
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conhecidas por Hb M sdo identificados por absor¢do espec-
trof otométricas especificas e dosagem de metaemogl obina.
A dificuldade do diagndstico por meio da eletroforese se
deve ao fato dafracéo de metaemoglobinamigrar muito pro-
ximo daHbA. Funcionalmente, aafinidade da hemoglobina
por oxigénio podeestar normal (ex: Hb M Milwakee), diminu-
ida (ex: Hb M BostoneHb M Iwate), ou aumentada (ex: Hb
Saskatoon). Além disso, algumas sdo instaveis (ex: Hb Hyde
Park e Hb Saskatoon) associada a anemia hemolitica. Por
essas razdes, as dificuldades técnicas para o diagndstico
laboratorial se tornam complexas devido a necessidade da
utilizacdo de véarios métodos associados as informagdes cli-
nicas dos pacientes.?

Abstract

There are various types of hemoglobinopathies that are characterized
by variants of abnormal hemoglobins (eg. Hb S, HbC, unstables
Hb, etc.) and thalassemias (eg. alpha, beta, beta/delta, etc.).
Hemoglobinopathies account for some of the most common single
gene disorders worldwide with at least 5% of the world's population
having one or more serious genetic abnormalities. Because of the
clinical and genetic heterogenity of these disorders, a laboratory
investigation is fundamental to establish the diagnosis of the different
variants of the abnormal hemoglobinopathies and thalassemias.
This article reports on the laboratory diagnostic difficulties caused
by molecular complexity of these abnormalities. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2007;29(3):226-228.
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