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resumo

As alteracdes que envolvem as globinas devem-se a modificages em genes responséveis pela

seqliéncia e estrutura das cadeias polipeptidicas, bem como aos genes reguladores da sintese
destas cadeias. Hemoglobinas variantes apresentam estrutura quimica diferente da
hemoglobina normal correspondente, resultante de mutacdes em uma ou mais bases
nitrogenadas, ocasionando a troca de aminoacidos nas globinas alfa, beta, delta ou gama. A
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hemoglobina N-Baltimore é uma variante de globina beta, com substituicao da lisina, na
posicdo 95, por acido glutdmico, apresentando mobilidade eletroforética mais rapida que a
hemoglobina A em pH alcalino. Nas anélises eletroforéticas em pH alcalino realizadas em
doadores de sangue do Hemocentro de S&o José do Rio Preto (SP) identificamos a presenca

N
(NN

de portador de hemoglobina rapida em heterozigose, posteriormente confirmada por
focalizacéo isoelétrica e cromatografia liquida de alta pressao (HPLC). Os estudos de
hemoglobinas anormais em doadores de sangue permitem a identificacdo de variantes raras
e possibilitam o aconselhamento genético adequado a cada caso com estudo familial.

abstract

The alterations that involve globin chains are due to modifications in genes responsible for the | Hemoglobin N
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alpha, beta, delta or gamma chain. The hemoglobin N is a beta globin variant, with substitution (Ej;naﬂﬁ‘aolg[l:u \(IjsataUTrI]vSilrtslfgddee
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variants and facilitate the genetic counseling and familial study.
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Introducéo

As alteracdes que envolvem as globinas devem-se a
modificacdes em genes responsaveis pela seqliéncia e es-
trutura das cadeias polipeptidicas, bem como a genes re-
guladores da sintese destas cadeias (1).

A hemoglobina N (Hb N) é uma variante que ndo acar-
reta alteracdo fisiol6gica em heterozigose, apesar de apre-
sentar uma estrutura quimica diferente da hemoglobina
normal, sendo seu portador considerado assintomatico. E
resultante de uma mutacdo na posicéo 95 da globina beta,
onde ocorreu uma substituicdo do aminoacido lisina por
acido glutamico (2). Esta troca de um aminoécido positi-
vo por um outro negativo promove uma mobilidade
eletroforética da Hb N mais rapida que da hemoglobina A
(Hb A) em pH alcalino. Por nédo apresentar sintomas clini-
cos, os portadores desta hemoglobina sao detectados ape-
nas por estudos populacionais ou quando a Hb N estiver
associada a formas talassémicas ou a outras variantes de
hemoglobina (3).

Os procedimentos eletroforéticos utilizados para ca-
racterizacdo da Hb S em bancos de sangue tém favoreci-
do o diagnéstico laboratorial de outras variantes de
hemoglobina de rara freqliéncia, como a hemoglobina N.
O diagnéstico das alteracdes de hemoglobinas pode ser
facilitado através da constante atualizacdao das
metodologias aplicadas na caracterizacdo destes mutantes
e treinamento de pessoal para seu correto diagndstico
laboratorial (4-6). A caracterizacdo dos mutantes de
hemoglobina favorece o conhecimento destas alteracdes
na populacdo brasileira e permite a adequada orientacdo
aos portadores.

Materiais e métodos

Amostras de sangue foram colhidas, com EDTA como
anticoagulante, de doador de sangue apds consentimen-
to informado.

Os procedimentos de anélise aplicados incluem testes
de triagem e confirmacdes para diagnéstico de
hemoglobinopatias, conforme listado a seguir:

e para triagem - resisténcia globular osmética em solu-
cdo de NaCl a 0,36% (7), analise da morfologia
eritrocitaria (4), eletroforese em pH alcalino (8);

e para confirmacdo - eletroforese em pH écido (9),
isoeletrofocalizacao (IEF), eletroforese de cadeias
polipeptidicas (10), HPLC em sistema Variant da Bio-
Rad; anélise molecular por PCR-ASO (Linha mDx - Bio-

Bonini-Domingos et al.

Rad). As metodologias de HPLC e PCR-ASO seguiram
os protocolos estabelecidos pelos fabricantes.

Resultados

Através de andlises eletroforéticas realizadas como rotina
em doadores de sangue do Hemocentro de S&o José do Rio
Preto (SP) foi identificado um candidato a doagdo, adulto,
negréide, do sexo masculino, portador de uma hemoglobina
répida. Ap6s consentimento informado, nova amostra de
sangue foi colhida através de puncéo venosa, acondicionada
em tubos contendo EDTA a 5% como anticoagulante, e pos-
teriormente encaminhada, sob refrigeracéo, ao Laboratério
de Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematoldgicas
da Unesp para caracterizacdo da fracdo andmala.

Ao chegar ao laboratério a amostra foi codificada para
preservar a identidade do doador. Para triagem de
hemoglobinas anormais utilizaram-se os testes previamente
descritos, nos quais observou-se negatividade no teste de
resisténcia globular osmética em NaCl a 0,36%, o que é
considerado normal neste procedimento de triagem de
hemoglobinopatias, e a anélise da morfologia eritrocitéria
apresentou-se dentro dos parametros de normalidade. Na
eletroforese em pH alcalino, a amostra apresentou padrdo
de migracao com banda de Hb A e fracdo mais rapida que
a Hb A, tanto em acetato de celulose quanto em gel de
agarose. A Figura ilustra a migracdo eletroforética da
amostra com suspeita de hemoglobina anormal em acetato
de celulose (A) e em gel de agarose (B), em pH alcalino,
evidenciando a migracdo mais rapida da fracdo quando
comparada com as outras amostras. Em gel de agarose e
pH alcalino, para melhor visualizagao da banda anormal,
realizou-se o procedimento eletroforético com amostras
hemolisadas com saponina a 1% e com cloroférmio, sen-
do que neste Gltimo a visualizagao foi muito mais clara. O
perfil eletroforético apresentado sugeriu heterozigose para
hemoglobina N através da comparagéo da migracdo com
mapas especificos (3).

Devido ao aparecimento da fracdo anormal de
hemoglobinas nos procedimentos analiticos de triagem, a
amostra foi submetida aos métodos de confirmacao:
eletroforese em pH acido, eletroforese de cadeias
polipeptidicas, focalizacdo isoelétrica (IEF) no equipamento
PhastSystems, Pharmacia e cromatografia liquida de alta pres-
séo (HPLC) com equipamento Variant da Bio-Rad e kit de
analise para betatalassemia menor. Na eletroforese em gel
de agarose, pH é4cido, a amostra ndo apresentou diferenca
quanto a migracdo em relacdo a Hb A. Por focalizacdo
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Figura - Migracdo eletroforética de amostras de sangue em acetato de celulose (A) e
gel de agarose Celm (B) em pH alcalino, evidenciando a presenca de hemoglobina N
em heterozigose (setas)

isoelétrica, onde as hemoglobinas séo separadas pelos seus
pontos isoelétricos, a amostra apresentou padrdo compati-
vel com Hb AN, posteriormente caracterizado como mutante
de cadeia beta por eletroforese de cadeias globinicas.

No cromatograma obtido por HPLC, cuja metodologia
permite a separacdo das fracdes de hemoglobinas por
eluicdo em coluna de troca idnica com a injecéo de tam-
pdes em sistema de alta pressao, observou-se fracdo anor-
mal de 46,5% com tempo de retencdo de 1,59 e perfil
sugestivo de Hb N-Baltimore em heterozigose. A quanti-
ficacdo das hemoglobinas A, e fetal, por esta metodologia,
mostrou valores de 2,5% e 3%, respectivamente. Por
desnaturacdo alcalina (3) a Hb F apresentou valores de
1,8%, discretamente acima do valor de referéncia normal
de 0 a 1%. O valor aumentado de Hb fetal sugeriu inte-
racdo com talassemias. Esta suspeita foi afastada ras-
treando-se os 16 mutantes mais freqiientes para
talassemias do tipo beta e a delecdo alfa 3,7 para
alfatalassemia, por metodologia de hibridizacdo com son-
da oligonucleotidica especifica (ASO), pelo kit de diag-
néstico mDx da Bio-Rad. A quantidade de Hb fetal obser-
vada por HLPC pode ser devida a presenca de subfracdes
da fracdo anormal majoritéria, identificada na mesma ja-
nela de Hb fetal pelo programa de diagnéstico aplicado.
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A Hb N-Baltimore, também chamada Hb Hopkins-I,
Jenkis, N-Memphis e Kenwood, é uma mutacéo com tro-
ca de base no gene da betaglobina [95(FG2)AAG > GAG]
e substituicdo do aminodcido lisina por glutamato na ca-
deia polipeptidica. Possui afinidade com o oxigénio e es-
tabilidade normais, e foi primeiramente descrita em fami-
lias negras do sudoeste americano (11).

Discussao

Os portadores de hemoglobinas anormais, em especial
de talassemias, apresentam anisopoiquilocitose com
prevaléncia de microcitose e hipocromia no estudo de
morfologia eritrocitaria. Este procedimento laboratorial,
aliado a resisténcia globular osmética em NaCl a 0,36% e
a eletroforese alcalina, fornece subsidios para uma boa tria-
gem de amostras de sangue com suspeita de hemoglo-
binopatias (3, 4, 6).

Diferentes mobilidades eletroforéticas das hemoglobinas
anormais devem-se a alteracdo de carga elétrica, causada
por substituicdes de aminoacidos, nas cadeias formadoras
das moléculas. As hemoglobinas anormais que se originam
de mutaces onde ndo ocorre mudanca de carga elétrica
migram na posicdo da hemoglobina A em eletroforese alca-
lina (6). No entanto a co-migracdo de hemoglobinas anor-
mais com ponto isoelétrico semelhante, em pH alcalino, e o
componente genético da populacéo brasileira, intensamen-
te miscigenada, evidenciam a necessidade de testes comple-
mentares para a caracterizacdo das anormalidades de
hemoglobinas e seus respectivos mutantes.

Através de andlises eletroforéticas realizadas em doado-
res de sangue do Hemocentro de Sdo José do Rio Preto (SP)
foi identificado um portador de hemoglobina rapida, cuja
alteracdo foi posteriormente confirmada por eletroforese de
cadeias polipeptidicas, IEF e HPLC como heterozigoto para
hemoglobina N-Baltimore. A associacdo dos procedimentos
eletroforéticos, cromatograficos e a comparacdo com os re-
latos da literatura permitiram a caracterizacdo da variante de
hemoglobina, possibilitando abordagem genético-educaci-
onal efetiva e adequada ao portador e seus familiares, contri-
buindo para o conhecimento da prevaléncia destes mutantes
na populagdo brasileira.
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