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TP resumo

Hemoglobina S A hemoglobina S (HbS) esté presente na populacdo brasileira com prevaléncia variavel,

Tsoformas de hemoglobina dependente dos grupos raciais formadores de cada regido. A migracao eletroforética em pH
o . alcalino apresenta similaridade com outras hemoglobinas, e estudos complementares para
Diagndstico laboratorial o . o
sua correta caracterizacdo sao necessarios. No presente estudo objetivamos tracar um
fluxograma com as metodologias disponiveis para a caracterizacdo da hemoglobina S e das
hemoglobinas que apresentam migracéo semelhante em pH alcalino. No periodo de janeiro

a junho de 2000, analisamos amostras de sangue com suspeita de hemoglobina S encami-
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nhadas ao Laboratério de Hemoglobinas da Unesp. Caracterizamos diferentes mutantes e
formas interativas com hemoglobina S, por procedimentos eletroforéticos, em variados pH,
andlises citoldgicas e testes bioquimicos especificos. Os procedimentos de analise aplicados
resultaram em orientacéo fornecida aos laboratérios de rotina sobre como proceder no 261
diagnéstico laboratorial destas alteragdes de hemoglobina. Desta forma contribuimos para
um melhor conhecimento sobre a variabilidade genética das hemoglobinas em nossa
populagéo, auxiliando no acompanhamento clinico e no aconselhamento genético das
hemoglobinopatias com fisiopatologia relacionada a alteracao.

abstract [ iIFS T

The hemoglobin $ is presented at Brazilian population with variable prevalence dependent of | Hemoglobin S
constitutive racial groups in each region. The electrophoretic migration on alkaline pH showed
similarities with another hemoglobins. Complementary studies to the correct caracterization
becomes necessary. At the present study we aimed make a fluxogram with the avaliable
methodologies for the caracterization of hemoglobin S and hemoglobins that present similar
migration on alkaline pH. During the period of January to June, 2000, we had analised blood
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Introducéao

A hemoglobina é uma proteina composta por quatro
globinas, associadas a grupos heme, complexo formado
por um &tomo de ferro em uma estrutura porfirica. A por-
cédo protéica da hemoglobina consiste em dois pares de
cadeias polipeptidicas. Nos adultos normais, ha duas ca-
deias alfa e duas cadeias beta, formando a hemoglobina
A, e duas cadeias alfa e duas delta para a hemoglobina A,.
Durante o desenvolvimento fetal predomina a sintese de
cadeias gama no lugar das cadeias beta, que, associadas as
cadeias alfa, originam a hemoglobina fetal (HbF) (8).

Os genes da globina alfa estdo arranjados no cromos-
somo 16, e os genes da betaglobina, no cromossomo
11. Cada um dos genes do cluster da globina tem sido
seqlienciado, e sua estrutura, estabelecida, além de um
nimero de importantes seqliéncias regulatérias bem de-
finidas (3). Os elementos promotores agem em cis para
o final 5" de cada um dos genes da globina, o TATAe o
CCAAT boxes, e os motivos duplicados CACCC. Varios
elementos acentuadores tém sido caracterizados. Sdo se-
qliéncias distais, as quais aumentam os niveis de trans-
cricdo do gene. Ha duas sequiéncias regulatérias: o LCR
(regido controladora do locus), no cluster do gene beta,
marcado por sitios hipersensiveis a DNAse, e o HS (sitio
hipersensivel), no cluster do gene alfa, similar ao LCR.
Estas seqliéncias, e muitas regides através do complexo
do gene da globina, contém sitios de ligacao para fato-
res de transcricdo especificos para a linhagem eritréide,
GATA-1 e NF-E2 e para uma variedade de proteinas de
ligacdo ao DNA ubiquitinosado. O modelo de controle
da sintese de globinas mais favorecido sugere que a trans-
cricdo dos genes envolve a posicao do LCR para cada
gene individual, que, junto com uma variedade de fatores
de transcricdo de acdo trans e com a RNA polimerase |I,
atua para formar um complexo transcricional na regido
promotora (14).

Um par de genes determina a estrutura da cadeia beta.
Na anemia falciforme, a hemoglobina S é formada pela
substituicdo de um aminoécido na cadeia beta, na posicéo
ndmero seis. O acido glutamico é substituido por uma
valina. Ambos os genes responsaveis pela producéo da ca-
deia beta codificam HbS. Neste caso, HbA néo esta presen-
te devido a falta de alelo normal de cadeias. Os heterozigotos
para HbS tém um Unico alelo alterado. O outro gene da
cadeia beta codifica uma cadeia beta normal, resultando
no traco falciforme. O gene B*, por estar associado a algu-
mas outras variantes estruturais, como a HbC, resultam em

Zamaro et dl.

individuos com HbSC. A heranca com talassemia beta re-
sulta em uma sindrome HbS-B-talassemia (11, 14).

A maioria das hemoglobinas anormais resulta da subs-
tituicdo de um aminoéacido por outro em uma das cadeias
globinicas. Hemoglobinas C, D-Los Angeles, E e S sdo
exemplo de tal defeito. Destas hemoglobinas anormais
provém a base para a classificagdo das hemoglobinopatias
- um grupo de anormalidades hereditarias no qual a pro-
ducdo de hemoglobinas normais é suprimida, em parte
ou toda ela, e substituida pela producdo de uma ou mais
das muitas hemoglobinas variantes (1, 6, 8).

A hemoglobina S esté presente na populacao brasilei-
ra com prevaléncias variaveis, dependentes dos grupos ra-
ciais formadores de cada regido. A migracéo eletroforética
em pH alcalino apresenta similaridade com outras hemo-
globinas, e estudos complementares para sua correta ca-
racterizacdo sao necessarios (2).

A hemoglobina G (Philadelphia) é uma variante de
cadeia alfa, com a mobilidade eletroforética semelhante a
HbS em pH alcalino (11).

Métodos de avaliacdo para a detec¢do de hemo-
globinas anormais incluem teste de solubilidade, eletro-
forese em pH alcalino e 4cido, focalizacdo isoelétrica,
eletroforese de cadeias globinicas e cromatografia liquida
de alta performance (HPLC). Estas técnicas apresentam
vantagens e limitacdes para a separacdo de hemoglobinas
(1, 4, 7). No presente estudo objetivamos tracar um flu-
xograma com as metodologias usuais para a caracteriza-
¢do das falcemias e das hemoglobinas que apresentam
migracdo semelhante em pH alcalino. No periodo de ja-
neiro a junho de 2000, analisamos amostras de sangue
com suspeita de hemoglobina S encaminhadas ao Labo-
ratério de Hemoglobinas da Unesp para caracterizar esta
variante e as isoformas com migracdes semelhantes.

Material e métodos

As amostras de sangue utilizadas para a realizacdo deste
trabalho foram colhidas com EDTA a 5% como anticoa-
gulante e enviadas ao Laboratério de Hemoglobinas na
Unesp, em S&o José do Rio Preto (SP), apés prévia autori-
zacdo em termo de consentimento segundo orientacdo
do Comité de Etica em pesquisa da Unesp. As amostras
foram submetidas aos procedimentos laboratoriais padro-
nizados no Laboratério de Hemoglobinas, sendo:

o Testes de triagem:

— resisténcia globular osmética em NaCl a 0,36%, es-
pecifica para triagem de talassemias (10);
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- andlise da morfologia eritrocitaria (1);
— eletroforese em pH alcalino (5).
e Testes de confirmacao:

— eletroforese em pH écido (12), utilizando o kit da
Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos (Celm);

- isoeletrofocalizacdo (6);

— eletroforese de cadeias polipeptidicas (9);

- cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
(10), com equipamento Variant Bio-Rad e kit betata-
lassemia heterozigota.

— analises moleculares por PCR-RFLP utilizando os primers
5"— 3" GGCAGA GCCATCTATTGC TTAe (5" - 3):
ACCTTAGGG TTG CCCATAAC, para HbS, Ce D com
as respectivas enzimas Ddel, BseRI e EcoRI.

Resultados

A co-migracdo de isoformas de hemoglobinas em
eletroforese em pH alcalino levou-nos a pensar em uma
pesquisa mais detalhada, tendo em vista que este procedi-
mento é o mais rotineiramente utilizado em laboratérios.

O Laboratério de Hemoglobinas e o Laboratério de
Genética das Doencas Hematoldgicas da Unesp recebem
amostras de sangue para a caracterizacdao de hemo-
globinas anormais de diferentes localidades do pais. Das
amostras que foram submetidas aos procedimentos de
triagem, 345 apresentaram migracéo eletroforética em
pH alcalino na posicao da HbS. Foram avaliadas por ou-
tras metodologias, onde caracterizamos diferentes isofor-
mas de hemoglobinas, conforme pode ser visto na
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Figura 1, utilizando gel de agarose Celm. As amostras
que apresentaram perfil semelhante a hemoglobina S em
eletroforese alcalina foram submetidas a eletroforese em
gel Celm, pH éacido (Figura 2), selecionando o que po-
deria ser HbS das hemoglobinas que ndo apresentavam
o0 padrdo esperado.

Pela metodologia de isoeletrofocalizagdo observamos,
nestas amostras, a presenca da HbS e de outras variantes
como a HbD e Hb Lepore, também caracterizadas em
nosso estudo. Além destas variantes, identificamos um
mutante de cadeia alfa do tipo G, por eletroforese de ca-
deias globinicas.

A cromatografia liquida de alta performance forneceu
subsidios adicionais para a caracterizagdo dos mutantes
de hemoglobina. Os cromatogramas da Figura 3 eviden-
ciam os tempos de retencdo das amostras com suspeita
de HbAS, HbAD-Los Angeles, HbA Lepore, HbAG e
interacao HbS/p*-talassemia, analisadas pelo kit
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Figura 1 - Eletroforese em gel em pH alcalino, com migragdo de amostras
semelhantes a HbS. 1. HbAA; 2. HbAS; 3. HbAC; 4. HbSC; 5. HbSS;
6. HbS/beta mais talassemia
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Figura 2 - Eletroforese em gel Celm, em pH dcido, utilizado para caracterizag@o de HbS. 1. HbAA; 2. HbAS; 3. HDAG; 4. HbSC; 5. HbSS; 6. HbAD; 7. HbS/beta mais talassemia;

8. HbA Lepore
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Figura 3 - Cromatogramas de portadores de hemoglobinas anormais com migragdo semelhante, em eletroforese em pH alcalino, utilizando equipamento Variant Il Bio-Rad. 1.

HDAS; 2. HbAD; 3. HbA Lepore; 4. HbAG; 5. HbS/beta mais talassemia

betatalassemia no equipamento Variant, da Bio-Rad, sen-
do que todas apresentaram padrdo de migracdo similar
em eletroforese alcalina.

O fluxograma da Figura 4 ilustra os procedimentos
laboratoriais sugeridos para a caracterizacdo de variantes
de hemoglobinas com tracado eletroforético semelhante
a HbS.

Algumas amostras foram submetidas a confirmacéo do
diagnéstico por biologia molecular no Hemocentro de
Ribeirdo Preto. Realizamos a amplificacdo do DNA, por
primers especificos para cada alteracdo, e, apés analise em
mapa de restricao, o produto foi digerido por enzimas
que possibilitaram caracterizar os mutantes, fornecendo
informacoes sobre seu gendtipo. A Figura 5 ilustra um gel
de agarose, com amostras amplificadas e digeridas para
HbS, HbC e HbD, em diferentes combinacdes, evidencia-
das por revelacdo com brometo de etidio.

A prevaléncia do traco falciforme em nossa populacao
€ variavel, de regido para regiao, sequindo caracteristicas
da formacdo racial de nossa populacao (5).

A diversidade genética das hemoglobinas decorrente
dos processos de migracdo nos faz repensar a utilizacao
de metodologias para o diagnéstico de hemoglobinas
anormais, muitas vezes feito através do fenétipo. Dados
como origens racial e clinica, hematologia, transfusdes e
status de ferro auxiliam no diagnéstico.

A eletroforese em acetato de celulose, pH alcalino, am-
plamente difundida, é uma metodologia que deve ser uti-
lizada como teste de rastreamento inicial para a deteccado
de hemoglobinas variantes. Metodologias complementa-
res devem ser realizadas para a caracterizacdao de hemo-
globinas com migracdo semelhante.
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Rastreamento de doencas falciformes

Escolha da populagéo

Eletroforese alcalina
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Figura 4 - fluxograma de andlises sugeridas para rastreamento de doenga falciforme

Figura 5 - Gel de agarose com amplificados digeridos. Amostras de HbS na primeira
linha; HbC, amostras de 8 a 10 na sequnda linha; HbD, amostras de 12 a 14 na
segunda linha. M: marcador; A: amplificado néo-digerido

Nossos resultados mostraram que algumas isoformas
de hemoglobina, migrando na posi¢do de HbS em acetato
de celulose ou agarose, em pH alcalino, puderam ser ca-
racterizadas posteriormente como outras variantes. As

metodologias adicionais devem ser utilizadas na caracte-
rizacdo do gendtipo destas variantes de hemoglobina,
possibilitando um diagnéstico preciso da sua expressao.

Os procedimentos de andlise aplicados em nosso es-
tudo resultaram em um fluxograma que pode ser (til na
orientacdo para os laboratérios de rotina, em como pro-
ceder no diagnéstico laboratorial destas alteracdes. Desta
forma contribuimos para um melhor conhecimento sobre
a variabilidade genética das hemoglobinas em nossa po-
pulagdo, auxiliando desta maneira o acompanhamento
clinico e o aconselhamento genético das hemoglobino-
patias com fisiopatologia relacionada.

Conclusoes

Um programa para identificar hemoglobinas anormais
deve utilizar metodologia adequada ao correto diagnésti-
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co das diferentes isoformas para efetivo aconselhamento
genético e tratamento destas desordens genéticas. A
metodologia adequada inclui procedimentos eletrofo-
réticos em diferentes pHs, isoeletrofocalizacdo e HPLC. O

Zamaro et dl.

treinamento do pessoal capacitado para o diagnéstico
laboratorial e 0 aconselhamento genético é de fundamen-
tal importancia para o conhecimento das hemoglobinas
anormais na populacdo brasileira.
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