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Dificuldades no diagnóstico laboratorial das hemoglobinopatias1

Dificulties on the laboratorial diagnosis of hemoglobinopathies
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Há vários tipos de hemoglobinopatias que são caracterizados por variantes das
hemoglobinas anormais (ex: Hb S, Hb C, Hb Instáveis,etc) e por talassemias (ex: tal.
alfa, tal. beta, tal.beta/delta,etc) As hemoglobinopatias são consideradas como uma
das doenças genéticas mais comuns em todo o mundo, com prevalência de portadores
heterozigotos de seus principais tipos em aproximadamente 5% da população mundi-
al. Devido à heterogenidade clínica e genética dessas alterações genéticas é fundamen-
tal estabelecer a investigação 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.
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Introdução

Hemoglobinopatias é o nome dado aos grupos de do-
enças autossômicas recessivas que compreendem as talas-
semias, doença falciforme, hemoglobinas instáveis e
hemoglobinas variantes com alterações funcionais. As
talassemias são decorrentes do desequilíbrio das concentra-
ções de globinas alfa e beta, afetadas durante seus proces-
sos de síntese, que diminuem ou suprimem a produção de
globinas alfa ou beta que compõe o tetrâmero da molécula de
hemoglobina. A diversidade das lesões genéticas que afetam
as sínteses de globinas nos genes alfa e beta resultam a
expressiva heterogeneidade clínica, celular e de resultados
laboratoriais das talassemias.1 O grupo da doença falciforme
se caracteriza por diferentes genótipos bem definidos. Entre-
tanto, a interação da Hb S com talassemias alfa e beta, bem
como com deficiência de enzimas eritrocitárias, notadamente
a G-6PD, dificulta o diagnóstico laboratorial. As hemoglobinas
instáveis, por sua vez, são díspares nas suas origens genéti-
cas, nas evidências clínicas e nos resultados laboratoriais.
Esse grupo de hemoglobinas, composto por variantes de

globinas alfa e beta, com mutações em regiões sensíveis do
tetrâmero molecular, é o que apresenta maior grau de compli-
cação no diagnóstico laboratorial. As hemoglobinas varian-
tes com alterações funcionais são aquelas que interferem no
processo fisiológico da afinidade pelo oxigênio. Essas hemo-
globinopatias se devem a trocas de aminoácidos em regiões
que permitem a movimentação do tetrâmero durante a oxige-
nação, quais sejam, os contatos intermoleculares  α1  β2, α2 β1

e  β1β2, principalmente.
Por todas essas razões, as dificuldades para o diagnós-

tico laboratorial se apresentam quando não se dispõe de um
ou mais ítens relacionados a seguir:

• conhecimento científico e técnico para efetuar o
estudo das hemoglobinopatias;

• informações sobre a suspeita clínica do paciente;
• informações relativas ao eritrograma e, em espe-

cial, dos índices hematimétricos;
• possibilidade de realizar a repetição dos exames do

paciente;
• possibilidade de realizar exames nos pais do pa-

ciente.
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Dificuldades no diagnóstico laboratorial das
talassemias

Talassemia alfa – A principal característica laboratorial
da talassemia alfa é a visualização 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 facilita a identificação da Hb H. A Hb H
pode apresentar concentrações visíveis a partir de 0,5% a
1,0%. Geralmente, portadores de Hb H com concentração
entre 0,5% e 2,0% não mostram alterações numéricas no
eritrograma. Por outro lado, portadores de Hb H com concen-
trações entre 3,0% e 7,0% apresentam eritrograma típico de
talassemia menor, com eritrocitose em relação do hematócrito
e índices VCM e HCM reduzidos. A doença de Hb H, entre-
tanto, é de fácil diagnóstico, pois a concentração da Hb H é
sempre maior que 15% e o eritrograma exibe expressivas alte-
rações morfológicas associadas a moderado grau de anemia.
As dificuldades se apresentam principalmente devido à im-
perícia técnica, seguida de situações específicas, por exem-
plo: na interação alfa/beta talassemia, desequilíbrio entre
globinas alfa e beta pode ser mínimo e, dessa forma, a Hb H
se torna indetectável por eletroforese ou na pesquisa citoló-
gica com azul de crezil brilhante.2

Talassemia beta menor – Em 90% dos portadores de
talassemia beta menor, a concentração da Hb A2 apresenta-
se elevada (>4%-7%), com eritrograma composto por eritro-
citose em relação ao hematócrito, índices VCM e HCM re-
duzidos, morfologia eritrocitária com presença de micró-
citos esquisócitos, dacriócitos, hipocromia e pontilhados
basófilos. A principal dificuldade ocorre pela concentração
"normal" de Hb A2 decorrente da associação com anemia
ferropênica  – a baixa concentração de ferro interfere na
síntese de globina delta, diminuindo a síntese da Hb A2.
Uma outra situação é a interação da talassemia beta menor
com talassemia alfa, fato que diminui o desequilíbrio entre
globinas alfa e beta e, por essa razão, a Hb A2 pode-se
apresentar em níveis normais e a Hb H tornar-se visualmen-
te imperceptível. Há casos em que o portador de talasse-
mia beta menor apresenta aumento das concentrações
de Hb A2 e de Hb fetal (> 2% a 5%), ou então com nível
normal de Hb A2 e Hb fetal elevada (> 2% a 5%).2

Talassemia beta maior –  Laboratorialmente, o pacien-
te com talassemia beta maior apresenta anemia grave com
exuberante alteração da morfologia eritrocitária. A análise
eletroforética revela elevada concentração de Hb Fetal entre
20% e 100% dependendo do tipo genético da talassemia beta.
A maior dificuldade se deve à análise de sangue de pacientes
transfundidos recentemente, bem como à dificuldade de se
realizarem exames nos pais antes de emitir o laudo definitivo.
A despeito dessas dificuldades, a talassemia beta maior é de
fácil diagnóstico laboratorial.2

Dificuldades no diagnóstico da doença
falciforme

A síndrome falcêmica impõe o correto diagnóstico clí-
nico, fundamentado no diagnóstico laboratorial. Os diferen-
tes tipos de associação genética da Hb S, com destaque para
a homozigose ou Hb SS, interação com talassemia beta ou
Hb S/Beta Tal., interação com talassemia alfa ou Hb SH, e as
duplas heterozigoses, Hb SC e Hb SD, principalmente, ne-
cessitam de métodos complementares (eletroforese em agar-
ácido, dosagem de Hb Fetal, pesquisa de Hb H, etc) e, em
especial o eritrograma. A maior dificuldade é observada quan-
do a eletroforese fraciona a Hb 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 três
causas: persistência hereditária de Hb Fetal associada à ane-
mia falciforme; Hb Fetal elevada devido ao tratamento com
hidroxiuréia em paciente com anemia falciforme; interação
Hb S/Beta talassemia. Nas duas primeiras causas os índices
hematimétricos VCM e HCM geralmente estão normais e, em
especial, na Hb S/Persistência Hereditária de Hb Fetal, a
hemoglobina total está geralmente nos parâmetros normais,
enquanto na anemia  falciforme com Hb Fetal elevada devido
ao tratamento com hidroxiuréia há muita variação no nível de
hemoglobina. Por outro lado, a interação Hb S/Beta talassemia
mostra diminuição dos índices VCM e HCM. Portanto, as
dificuldades se devem ao desconhecimento por parte do la-
boratório do uso da medicação hidroxiuréia pelo paciente,
bem como da possibilidade de não ter os índices hema-
timétricos à disposição para completar a análise laboratorial.
Para essas três situações expostas, as dificuldades diminuiri-
am se fosse possível realizar os exames dos pais.3

A definição do provável diagnóstico laboratorial das
doenças falciformes, estabelecidas com base em procedimen-
tos eletroforéticos, análise do eritrograma e morfologia
eritrocitária, pode ser completada pelas avaliações quantita-
tivas das frações de hemoglobinas e perfil cromatográfico,
com rapidez e segurança, pela Cromatografia Líquida de Alta
Perfomance – HPLC. A combinação desses resultados
laboratoriais define condutas metodológicas  pré-moleculares
e  afastam  as interações com as hemoglobinas similares à Hb
S, como são os casos da Hb D, Hb Korle-Bu, Hb G, etc.4

Baseados nesses resultados em conjunto, o possível
mutante será avaliado quanto à sua viabilidade de identifica-
ção, por bioinformática, estabelecendo os indicadores que
melhor se adequem às condições de amplificação do alelo e
estratégia de visualização. Ressaltamos que a qualidade do
material genômico a ser analisado é fundamental, e um bom
método de extração e purificação deve ser escolhido segun-
do as condições das amostras sangüíneas. Após a amplifica-
ção do alelo, a identificação do mutante poderá incluir análi-
se de fragmentos de digestão por enzimas específicas, ge-
rando resultados diferentes para homozigotos e heterozigotos
para a hemoglobina em questão.5,6
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A PCR-AE – amplificação alelo-específica – consiste
somente na amplificação dos alelos mutantes e normais, faci-
litando a análise e diminuindo custos, por não utilizar enzimas
de restrição.7

O conjunto de resultados laboratoriais, tanto das meto-
dologias clássicas, quanto das moleculares, contribuem para
o conhecimento das hemoglobinas no Brasil, elucidando
interações e auxiliando na orientação genético-educacional

Dificuldade no diagnóstico das hemoglobinas
instáveis

A grande maioria das hemoglobinas instáveis descri-
tas se devem a trocas de aminoácidos neutros, ex: prolina por
treonina, tirosina por leucina, etc. Essas substituições de
aminoácidos não causam alterações de cargas elétricas e,
portanto, não alteram o ponto isoelétrico da hemoglobina
mutante. Por essa razão, dificilmente as hemoglobinas instá-
veis apresentam posições eletroforéticas ou cromatográficas
diferentes da Hb A. Entretanto, cerca de 80% apresentam
metaemoglobinemia e corpos de Heinz. O teste específico é a
desnaturação térmica a 50-55ºC, fato que induz a precipita-
ção da Hb instável. Outra informação importante é a presen-
ça de globinas alfa, próximo à aplicação da amostra, nas
hemoglobinas instáveis mutantes de globina beta. É funda-
mental para o diagnóstico das hemoglobinas instáveis as
informações clínicas do paciente, com destaque para proces-
so hemolítico. O eritrograma mostra anemia variável entre
discreta e acentuada, VCM normal ou diminuído, HCM sem-
pre diminuído, morfologia eritrocitária com presença de
células mordidas e reticulocitose moderada a acentuada.2

Dificuldades no diagnóstico das hemoglobinas
com alterações funcionais

As alterações funcionais das hemoglobinas se devem
estritamente às hemoglobinas com afinidade aumentada ao
oxigênio e às que se transformam naturalmente em meta-
emoglobina. Há cerca de quarenta tipos diferentes de hemo-
globinas com afinidade aumentada ao oxigênio, e a maioria
tem como característica a eritrocitose elevada em conjunto
com o aumento do hematócrito e hemoglobina (g/dL). Das
principais hemoglobinas variantes com alterações funcionais,
60% migram na posição de Hb A, pois as trocas de ami-
noácidos não envolvem diferença de cargas elétricas; 20%
migram em posições intermediárias entre a Hb A e Hb S; 15%
são mais rápidas que a Hb A e se situam próximo à posição de
Hb J e 5% migram na posição padrão da Hb S. Dessa forma,
as dificuldades de interpretação por meio de eletroforeses
são enormes. A curva de equilíbrio de oxigênio obtida pela
avaliação do grau de saturação da hemoglobina em relação a
pressões definidas de oxigênio é ainda a melhor metodologia
convencional para um diagnóstico laboratorial rápido e efici-
ente. Por outro lado, os diferentes tipos de metaemoglobinas

conhecidas por Hb M são identificados por absorção espec-
trofotométricas específicas e dosagem de metaemoglobina.
A dificuldade do diagnóstico por meio da eletroforese se
deve ao fato da fração de metaemoglobina migrar muito pró-
ximo da Hb A. Funcionalmente, a afinidade  da  hemoglobina
por oxigênio pode estar normal (ex: Hb M Milwakee), diminu-
ída  (ex: Hb M Boston e Hb M  Iwate), ou  aumentada  (ex: Hb
Saskatoon). Além disso, algumas são instáveis (ex: Hb Hyde
Park e Hb Saskatoon) associada à anemia hemolítica. Por
essas razões, as dificuldades técnicas para o diagnóstico
laboratorial se tornam complexas devido à necessidade da
utilização de vários métodos associados às informações clí-
nicas dos pacientes.2

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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