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Introdugao

As hemoglobinopatias e talassemias constituem as afec¢oes genéticas mais comuns,
apresentando-se, na maioria dos casos, em heterozigose. Diante da diversidade de
hemoglobinas variantes encontrada na populagdo brasileira, metodologias especificas
e complementares para um diagnostico laboratorial preciso, capaz de elucidar
possiveis interagdes entre estas variantes genéticas, sao necessarias. Este relato de
caso descreve a interagdo entre hemoglobina B, e a hemoglobina S em um individuo
do sexo feminino, caucasoide, proveniente da regido Sudeste do Brasil, identificada
por meio de técnicas eletroforéticas em diferentes pH, cromatografia liquida de alta
performance e PCR- RFLP. Visto que a hemoglobina B, coelui com a hemoglobina S
na andlise cromatogrdfica e dificilmente é visualizada em eletroforese pH alcalino,
devido a sua baixa concentragdo, justifica-se a necessidade da associagdo de testes
laboratoriais, inclusive moleculares, na rotina do diagnostico de hemoglobinas para
a correta identificagcdo do perfil de hemoglobinas do individuo e real frequéncia na
populagdo brasileira. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
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quando expostos a baixa concentragdo de oxigénio,
acidose ou desidratagdo. Os estados heterozigotos geral-

As hemoglobinas (Hb) variantes apresentam estrutura
quimica diferente da Hb normal e sdo resultantes de mutagdes
em bases nitrogenadas, que podem levar a substitui¢do de
aminoacidos nas globinas alfa, beta, delta ou gama.' Atual-
mente existem mais de 1.010 variantes de hemoglobinas ja
descritas,” (disponivel em <http://globin.cse.psu.edu/) e
algumas com consequéncias fisiopatoldgicas ao portador.

A Hb S é uma variante resultante da substitui¢do de um
acido glutdmico (Glu) por uma valina (Val) na posicéo 6 da
cadeia beta. O resultado de uma mutagdo pontual no DNA ¢
responsavel por modificagdes na estabilidade e solubilidade
da molécula de Hb e consequente falcizacdo dos eritrocitos,

mente apresentam cerca de 40% de Hb S (a.,* 8,%), sendo o
restante representado por moléculas de hemoglobina
normais (o,* B,*). Os portadores dessa condigao tém pouca
tendéncia ao afoigamento das hemacias, exceto em
condigdes de grave hipoxia. Nos homozigotos com a quase
totalidade de Hb S, observa-se um quadro clinico de anemia
hemolitica cronica de intensidade variavel e dependente
de fatores genéticos e ambientais.’

A Hb B, (0.,* 8,°) ¢ uma variante de cadeia delta,
resultante da substituicdo de uma glicina (Gly) por uma
arginina (Arg) na posi¢do 16 da cadeia delta.® Na presenga
desta variante, os valores de Hb A, (o,*8,*) apresentam-se
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reduzidos devido a produgdo de cadeias globinicas delta
mutante. As variantes de globina delta ndo estdo associadas
amanifestagoes clinicas significativas, devido ao baixo nivel
de producdo dessas cadeias e de seu contetido total nos
eritrocitos.>* Devem, no entanto, ser caracterizadas nos testes
laboratoriais de rotina diagnostica para sua adequada
identificagdo, contribuindo assim para o conhecimento das
relagdes antropologicas em nosso pais, por meio de sua
origem étnica.

Relato de Caso

Individuo do sexo feminino, caucasoide, 37 anos de
idade, proveniente da cidade de Sdo Paulo, com anemia
microcitica e hipocromica a esclarecer, foi encaminhado para
pesquisa de hemoglobinopatias, tendo em vista que o perfil
de ferro apresentava-se normal e outras causas de anemia
haviam sido afastadas, conforme historico clinico. Inicial-
mente, realizaram-se os testes classicos para deteccao de
hemoglobinas variantes, como eletroforese em acetato de
celulose em pH alcalino ¢ eletroforese de diferenciagdo em
agar fosfato em pH 4cido, bem como a analise cromatografica
pela cromatografia liquida de alta performance, HPLC, em
sistema automatizado Variant (Bio-Rad), segundo protocolo
estabelecido e descrito na literatura.” Nessa investigacao
inicial, a fragdo correspondente a Hb S foi visualizada em
eletroforese em pH alcalino e acido, e uma diminui¢ao na
Hb A, foi evidenciada. Na presenga de Hb A, diminuida em
eletroforese, é conduta do laboratodrio realizar nova eletro-
forese, com uma macro aplicacdo, visando a visualizagdo de
possivel fragdo compativel com a Hb B,, migrando abaixo da
Hb A, na posigdo das anidrases, o que pode ser confirmado
nesse caso. O cromatograma exibiu um perfil caracteristico
de Hb AS com porcentagem de Hb S igual a 41,3 % e tempo
de retengao RT de 4.56 minutos. No entanto, a confirmacao
da Hb B, néo foi possivel, pois esta elui na mesma janela da
Hb S no sistema automatizado utilizado.

Posteriormente, foram realizados os testes especificos
para a confirmacdo do perfil de Hb inicialmente observado.
Essas analises compreenderam as eletroforeses de cadeias
polipeptidicas, em pH alcalino e 4cido, e a analise molecular
dos mutantes de globina por PCR-RFLP.” Na eletroforese
de cadeias polipeptidicas em pH alcalino houve separagio
da P globina mutante, em posigéo similar a beta S, mas ndo
da delta mutante. Somente as analises moleculares por PCR-
RFLP para Hb S e para Hb B, comprovaram a heterozigose
para ambas as variantes, determinando o perfil de Hb AS
associada a Hb B,, conforme inicialmente suspeitado no
resultado da eletroforese em pH alcalino.

Discussao

A presenca de variantes de hemoglobina de origem
africana na populagdo brasileira, como a Hb B, e a Hb S,

resultam da imigracao forgcada de negros africanos para nosso
pais e refletem a miscigenacao caracteristica do Brasil. O gene
d globina esta localizado proximo ao gene [ globina, no brago
curto do cromossomo 11 e, devido a esta proximidade, existe
uma baixa probabilidade de recombinagdo entre eles, com
uma alta probabilidade de serem herdados juntos, levando a
ocorréncia de variantes estruturais de cadeia delta e beta em
conjunto,’* como a interagdo entre Hb B, e Hb S.

A Hb B, inicialmente identificada como Hb A , ¢ uma
variante silenciosa de cadeia delta globina, tem frequéncia de
9,2% em bantus sul-africanos e, entre 1% a 3% em afro-
americanos.® Torres et al. relataram a frequéncia de 1% dessa
variante em caucasoides da regido amazonica brasileira.?

Segundo a literatura, dados hematologicos da dupla
heterozigose entre Hb S € Hb B,, ndo evidenciam a presenga
de anemia.”*® Nesse caso em especial, a presencga de anemia
microcitica e hipocromica devera continuar a ser investigada.

A identificagdo dessa interagao exigiu a realizagdo de
testes complementares para a confirmagdo diagndstica. A
necessidade da associag@o de diversas metodologias para a
determinacdo do perfil de Hb na populagdo brasileira ¢
importante, visto que a utilizagdo de um ou outro método
isoladamente pode fornecer um laudo equivocado. Nessas
situagdes, a analise molecular por PCR-RFLP deixa de ser um
teste complementar e torna-se conclusivo na determinagio
do perfil de mutantes de globina.

Apesar da interagdo entre Hb S e Hb B, ndo representar
quadro clinico significativo, a pesquisa e caracterizagdo
dessas variantes ¢ importante para o conhecimento da
diversidade de hemoglobinas na populagdo brasileira,
altamente miscigenada.

Abstract

Hemoglobinopathies and thalassemias are the most common
genetic diseases, and in most cases, present as heterozygous. Due
to the diversity of hemoglobin variants, specific and complementary
methodologies are necessary for a precise laboratorial diagnosis,
able to elucidate possible interactions between genetic
polymorphisms. This case report describes an interaction between
hemoglobin B2 and hemoglobin S in a Caucasian woman from the
southeastern region of Brazil. This interaction was identified by
electrophoresis in different pHs, high performance liquid
chromatography and PCR-RFLP. As hemoglobin B, is eluted in
the same window as hemoglobin S in automatic HPLC systems
and is hardly seen in alkaline electrophoresis due to its low
concentration, the association must be confirmed using additional
laboratorial tests, including molecular biology techniques. These
tests should be included in the routine practice of hemoglobinopathy
diagnosis in order to correctly identify hemoglobin variants and
to know the real frequency of these mutations in the Brazilian
population. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
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