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As anormalidades estruturais da hemoglobina estdo entre as doengas genéticas mais
comumente encontradas nas populagoes humanas. O Laboratorio de Hemo-
globinopatias do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médi-
cas da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp, localizado em Campinas, no
estado de Sdo Paulo, regiao Sudeste do Brasil, realizou, em seus 27 anos de existéncia,
cerca de 130.000 diagnosticos. Entre as variantes estruturais detectadas, as hemo-
globinas S, C e D-Punjab foram, como esperado, as mais freqiientes, porém um niime-
ro expressivo de outras hemoglobinas anémalas, novas e raras, também foi encontra-
do. Esses achados estdo sumarizados no presente artigo. Rev. bras. hematol. hemoter.
2008;30(4):316-319.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias hereditarias; variantes estruturais, genes de
globinas, populagdo brasileira.

Introdugao

Mutagdes nos genes das globinas podem levar a pro-
ducdo de hemoglobinas estruturalmente alteradas.! Ha, atu-
almente, mais de 900 variantes estruturais descritas, a maio-
ria ocasionada por simples substitui¢des de bases no DNA,
com a correspondente troca de aminoacidos na proteina.?
Embora a maior parte dos casos seja de cadeias B, alteragdes
de cadeias o, v e 8 sdo também relativamente comuns. Ha um
grande contingente nio relacionado a sintomatologia clini-
ca, mas algumas altera¢des afetam a estabilidade e/ou solu-
bilidade da molécula ou modificam suas propriedades fun-
cionais, levando as anemias hemoliticas e as eritrocitoses e
cianoses, respectivamente. Ha ainda variantes alongadas
ou extremamente instaveis que resultam em fenotipos talas-
sémicos. Entre as variantes clinicamente importantes, a Hb S
(0,B%,), da anemia falciforme, é sem duvida a mais conheci-
da.'?

O Laboratorio de Hemoglobinopatias do Departamento
de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Unicamp, desde sua implantagdo, em 1980, analisou cerca
de 130.000 amostras de sangue, provenientes de individu-
os com suspeita clinica de hemoglobinopatias e seus fami-
liares, de doadores de sangue nos quais se detectou a pre-
senca de hemoglobinas estruturalmente alteradas, de pro-
gramas de triagem neonatal e, ainda, de um programa siste-
matico de triagem de variantes desenvolvido no proprio
laboratorio. A maior parte das amostras ¢ oriunda de indivi-
duos da regido sudeste, mas outras regides brasileiras tam-
bém contribuiram para essa casuistica, como a regido nor-
deste e a regido sul, bem como alguns outros paises da
América Latina, como a Argentina, o México, o Uruguai ¢ a
Venezuela. Até o momento, e excluindo-se as alteragdes de
cadeias 8, genericamente intituladas HbA ', 10 variantes
novas e 51 variantes raras foram detectadas e identificadas,
sendo 9 delas mutagdes de novo; 21 sdo alteragoes de ca-
deias o, 31 de cadeias B e 9 de cadeias v, entre Y5 ¢ y*. A
maioria das variantes ja descritas esta sendo detectada no
Brasil pela primeira vez. As tabelas de 1 a 4 apresentam
esses resultados.
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Tabela

1. Variantes Novas de Hb

Tabela 3. Variantes Raras de Cadeias 3

Hemoglobina

Hb Fetal-Campinas
Hb Fetal-Joanépolis
Hb Fetal-Paulinia
Hb Boa Esperanca
Hb Campinas

Hb Bom Jesus da Lapa
Hb Itapira

Hb Rio Claro

Hb Pocos de Caldas
Hb Florida*

Mutagéo

GamaA 121(GH4) Glu>GIn
GamaG 73 (E17) Asp>Ala
GamaG 80 (EF4) Asp>Tir

Alfa2 16(A14) Lis>Tre
Alfa2 26(B7) Ala>Val
Alfa1 30(B11) Glu>Ala
Alfa1 30(B11) Glu>Val
Beta 33(B15) Val>Met
Beta 61(E5) Lis>Gln

Beta 141 (-C); sequéncia C- terminal
modificada: (141)Tri-Pro-Tre-Ser-lle-
Tre-Lis-Leu-Ala-Fen-Leu-Leu-Ser-Asn--

Fen-(156)Tir-COOH

*Mutagéo de novo

Hemoglobina

Mutagao

Hb Deer Lodge

Hb G-San José

Hb Porto Alegre

Hb J-Baltimore

Hb Miyashiro

Hb E

Hb Grange-Blanche
Hb Pitie-Salpetriere
Hb Hammersmith*
Hb Hoshida

Hb Osu Christiansborg*
Hb Dhofar

Hb Zurich

Hb Korle-Bu

Hb Santa Ana*

Hb Redondo*

Hb N-Baltimore

Hb Koéin

Hb Coimbra

Hb Camperdown
Hb Indianapolis

Beta 2(NA2) His>Arg
Beta 7(A4) Glu>Gli
Beta 9(A6) Ser>Cis

Beta 16(A13) Gli>Asp
Beta 23(B5) Val>Gli
Beta 26(B8) Glu>Lis
Beta 27(B9) Ala>Val

Beta 34(B16) Val>Fen

Beta 42 (CD1) Fen>Ser
Beta 43(CD2) Glu>GIn

Beta 52(D3) Asp>Asn

Beta 58(E2) Pro>Arg

Beta 63(E7) His>Arg

Beta 73(E17) Asp>Asn

Beta 88(F4) Leu>Pro

Beta 92(F8) His>Asn

Beta 95(FG2) Lis>Glu

Beta 98(FG5) Val>Met
Beta 99(G1) Asp>Glu

Beta 104(G6) Arg>Ser

Beta 112(G14) Cis>Arg

Tabela 2. Variantes raras de Cadeias o

Hemoglobina Mutagéo

Hb Kurosaki* Alfa1 7(A5) Lis>Glu

Hb J-Paris Alfa2 12(A10) Ala>Asp

Hb Hasharon Hibrido Alfa2/ Alfa1 47(CE5)
Asp>His (a37)

Hb J-Rovigo Alfa2 53(E2) Ala>Asp

Hb Shaare Zedek Alfa2 56(E5) Lis>Glu

Hb Pontoise Alfa2 63(E12) Ala>Asp

Hb Ube-2 Alfa1 68(E17) Asn>Asp

Hb Daneshgah-Tehran Alfa2 72(EF1) His>Arg

Hb G-Pest* Alfa2 74(EF3) Asp>Asn

Hb Stanleville-1I Hibrido Alfa2/ Alfa1 78(EF7)
Asn>Lis (a 37)

Hb Tamano Alfa1l 89(FG1) His>Arg

Hb Cemenelum Alfa2 92(FG4) Arg>Tri
Hb Setif Alfa2 94(G1) Asp>Tir

Hb Sunshine Seth* Alfal 94(G1) Asp>His

Hb Westmead* Alfa2 122(H5) His>GIn

Hb Jackson Alfa2 127(H10) Lis>Asn

Hb Icaria Alfa2 142, Stop>Lis; seqliéncia C- terminal

modificada: (142)Lis-Ala-Gli-Ala-Ser-Val-Ala-

Val-Pro-Pro-Ala- Arg-Tri-Ala-Ser-GIn-Arg-Ala-

Leu-Leu-Pro- Ser-Leu-His-Arg-Pro-Fen-Leu-
Val-Fen-(172)Glu-COOH

*Mutagdes de novo

A principal forma de detecgao ¢ feita a partir da mudan-
¢a na carga elétrica da variante em func¢do da troca de
aminoacidos ocorrida. A Figura 1 resume a estratégia meto-
dologica utilizada. A eletroforese de hemoglobinas em acetato
de celulose, em pH alcalino, e a cromatografia liquida de
alta performance (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography), de troca catidnica, sdo as técnicas empre-
gadas na triagem, esta ultima permitindo também a quan-
tificagdo da fragdo andmala e das hemoglobinas A, e Fetal.
As variantes assim detectadas sdo entdo submetidas a eletro-
forese em gel de agar, em pH acido, aos testes de solubilida-
de e estabilidade (térmica, em n-butanol e em isopropanol) e

Hb Miami Beta 116(G18) His>Pro
Hb D-Punjab Beta 121(GH4) Glu>GIn
Hb Hofu Beta 126(H4) Val>Glu
Hb J-Guantanamo Beta 128(H6) Ala>Asp
Hb K-Woolwich Beta 132(H10) Lis>GIn

Hibrido Delta-Beta
(delta 50 Ser; beta 86 Ala)
Hibrido Delta-Beta
(delta 87 GlIn; beta 116 IVS-II-8)

Hb Lepore-Baltimore

Hb Lepore- Boston-
Washington

*Mutagdes de novo

Tabela 4. Variantes raras de Cadeias y

Hemoglobina Mutagéo
GamaA 36(C2) Pro>Arg

GamaA 80(EF4) Asp>Asn E GamaA
75(E19) lle>Tir

GamaA 97(FG4) His>Arg
GamaG 22(B4) Asp>Gli
GamaG 121(GH4) Glu>Lis
GamaG 125(H3) Glu>Ala

Hb F-Pendergras
Hb F-Yamaguchi
Hb F-Dickinson
Hb F-Urumaqi
Hb F-Carlton
Hb F-Port Royal

a analise de cadeias globinicas, feita anteriormente por
eletroforese e atualmente por HPLC de fase reversa (RP-
HPLC). Paralelamente, os eritrocitos, apos analise por conta-
dor eletronico, sdo investigados quanto a presenca de cor-
pos de Heinz e de incluséo.?

Uma vez identificada a cadeia mutante, o gene corres-
pondente ¢ entdo seletivamente amplificado pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), e seqiienciado.*® A confirmagdo
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Amostra de Sangue Total ‘

Hematimetria / Contagem de reticuldcitos ‘

Eletroforese em pH Alcalino (qualitativo) /
HPLC Troca Cati6nica (quali e quantitativo)

hemoglobina normal, de 75%.'8 Ja a
Hb Itapira foi a variante representa-
da em menor porcentagem, com cer-
ca de 5,5%, porque a mutagdo que a
deu origem ocorreu em um alelo o
triplicado (oLowoi-37),18

| m| Algumas associagdes inco-
’ Padroes Normais Padrées Alterados muns foram observadas. Heterozigo—
sem queixa clinica (ou padrdes normais com queixa clinica) o
| tos da Hb Porto Alegre sdo geralmen-
‘ — te assintomaticos, mas sua concomi-
Eletroforese Teste de .
pH acido Solubilidade tancia com a Hb Santa Ana, gerada
L J por muta¢do de novo, levou a um
oS C‘ o lt quadro clinico de anemia hemolitica
ou D-Punjab* VarL: ar:tzs grave, com necessidade de esplenec-
: : | : ‘ tomia.!” A Hb Icaria, uma variante
Testes de __ RP-HPLC Testes Analises alongada e instavel de cadeias a, foi
Instabilidade (Globinas) Funcionais Moleculares recentemente encontrada em asso-

*A HbD é confirmada por amplificagédo do gene beta seguida de analise
de restricdo com a enzima Eco RI

** Pesquisa de corpos de Heinz e de corpos de incluséo intraeritrocitarios,
e testes de instabilidade térmica, em n-butanol e em isopropanol

Figura 1. Representacao Esquematica da Identificagéo e Caracterizacdo de Variantes Estruturais

da Hb

da mutacdo ¢ feita, sempre que possivel, por analise com
enzimas de restri¢do e/ou seqiienciamento da fita oposta de
DNA, além da analise familial. No caso de variantes estrutu-
rais de cadeias o, o status numérico desses genes ¢ ainda
investigado.”*

Finalmente, as propriedades funcionais da molécula
anomala sdo avaliadas pelo método de cinética quimica de
Rossi-Fanelli e Antonini, de 1958, através da curva de
dissociagdo da hemoglobina com o 02, da determinagio da
cooperatividade entre as cadeias globinicas e do efeito Bohr,
na auséncia e na presenca de fosfatos orgénicos.’

Dentre as variantes clinicamente importantes aqui en-
contradas estao as hemoglobinas Hammersmith, Ziirich, Re-
dondo, Koéln, Indianapolis, Miami, Hb Sunshine Seth e
Miyashiro, proteinas instaveis que resultam em anemia
hemolitica cronica de intensidade moderada a grave, as
hemoglobinas Lepore-Baltimore e Lepore-Boston, hibridos
de cadeias § e 3 associados a fendtipo talassémico (%), a
Hb Florida, constituida de cadeias B com 156 aminoacidos,
hiperinstavel e com fendtipo dominante de talassemia inter-
medidria, a Hb E, também com fenétipo B-talassémico, a Hb
Coimbra e a Pitie-Salpetriere, encontradas em pacientes com
eritrocitose, ¢ as variantes Hasharon e Stanleyville-II, sem-
pre associadas a dele¢éo -0*” e ao correspondente fendtipo
o-talassémico.'*"

A Hb Boa Esperangca foi detectada em dois portadores
assintomaticos (doadores de sangue), mas os estudos in
vitro revelaram propriedades funcionais alteradas, compen-
sadas in vivo, provavelmente, pela maior proporgao de

ciagdo com a delecdo —(a)**, re-

restricao / seq. fita oposta

Confirmagé&o: analise sultando em Doenca da Hb H com

e analises familiais altos niveis das hemoglobinas H e
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Bart’s, de 15% e 19%, respectiva-
mente. A Hb Miami foi detectada em
uma crianga heterozigota da talas-
semia B*, o que levou a um quadro
de anemia hemolitica bastante gra-
ve. Esta paciente havia sido primeiramente estudada por
Hoyer et al., na Clinica Mayo, nos Estados Unidos.”” A Hb
S, além das associagdes com as hemoglobinas C ¢ D e com
a talassemia [3, foi detectada em interagdo com as variantes
J-Rovigo, Grange-Blanche e Stanleyville-I1.'*!7 Esta ultima
foi também detectada em associacdo com a Hb Campinas,
uma das variantes novas descritas em nosso laboratdrio. A
Hb Rio Claro, outra nova variante, foi encontrada em uma
paciente também heterozigota da Hb Hasharon e, conse-
qiientemente, da talassemia o".*! As hemoglobinas D e J-
Rovigo foram ainda detectadas em concomitdncia a
talassemia [3.1°

Esses resultados ilustram a expressiva variabilidade
de hemoglobinas presente nas popula¢des. Do ponto de
vista clinico, seu correto diagndstico previne procedimen-
tos e esquemas terapéuticos equivocados, particularmente
quando os individuos apresentam microcitose e hipocromia,
ou nos casos de variantes com o mesmo comportamento
eletroforético ou cromatografico daquelas mais freqiien-
temente observadas, como a Hb S. Do ponto de vista bio-
quimico, o estudo das variantes e de suas respectivas subs-
tituigdes de residuos tem fornecido um importante modelo
para a compreensao dos aspectos estruturais e funcionais
desta e de outras proteinas, o mesmo ocorrendo com o0s
genes de globinas e seus sistemas regulatorios. Do ponto
de vista de genética de populagdes, sua investigacdo con-
tribui de maneira significativa para o conhecimento da com-
posicdo étnica e dos graus de miscigenagdo entre os dife-
rentes grupos populacionais.




Kimura EM et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2008,30(4):316-319

Abstract

Hemoglobin structural abnormalities are among the most commonly

found human genetic diseases. The Laboratory of Hemoglobinopathies
in the Clinical Pathology Department of the Medical Sciences School
of the State University in Campinas - Unicamp, Sdo Paulo,
Southeastern Brazil, carried out, in its 27 years of activity, about
130,000 diagnoses. As expected, hemoglobins S, C and D were the
most frequently observed variants, but an expressive number of
other abnormal, novel and rare hemoglobins, was also detected.
These findings are summarized in the present article.. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2008;30(4):316-319.

Key words: Hereditary hemoglobinopathies, structural variants;
globin genes; Brazilian population.
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