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hospitalares, colhidas por punção venosa em tubos com
EDTA, após consentimento informado, analisadas no perí-
odo de junho de 2000 a dezembro de 2001. As amostras
foram submetidas aos procedimentos de triagem que inclu-
íram testes citológicos e a eletroforese em pH alcalino em
acetato de celulose.2,5,6 Do total de amostras analisadas,
264 apresentaram padrão de migração eletroforética na po-
sição de Hb AS.  Todas foram submetidas à análise por
HPLC no Sistema automatizado Variant (Bio-Rad).7 Nas aná-
lises por HPLC, sete (2,65%) amostras apresentaram perfil
cromatográfico de Hb A-Korle-Bu, ressaltando que três eram
do mesmo núcleo familiar. Por não apresentar um sítio de
restrição que permitisse a análise da mutação por digestão
enzimática, as amostras de DNA foram analisadas por PCR
e seqüenciamento automático em Sistema ABI, conforme
ilustrado na Figura 1.8,9 Os primers utilizados para análise
da região onde se localiza a mutação para a Hb Korle Bu
possuem as seguintes seqüências: Primer Forward: 5'CTG
GGC ATG TGG AGA CAG AG 3'e Primer Reverse: 5'CAC
TGA TGC AAT CAT TCG TC 3'; Este par de primers refere-
se à região do éxon 2 do gene da beta globina.

As condições de amplificação seguiram protocolos des-
critos previamente.9 Após a amplificação e seqüenciamento
foram confirmadas as presenças do mutante referente à Hb
Korle-Bu.

A análise por HPLC pelo sistema Variant demonstrou
que o pico correspondente à Hb Korle-Bu se encontra na
janela de Hb D, com tempo de retenção de 3,9 e desvio da
linha de base (Figura 2). Tendo em vista que o perfil inicial-
mente obtido nas análises eletroforéticas em pH alcalino su-
geria a presença de Hb AS, a análise do perfil cromatográfico
foi auxiliar na definição da suspeita para posterior confirma-
ção pelos métodos moleculares. Como muitos laboratórios
de rotina utilizam apenas a eletroforese em pH alcalino como
procedimento de diagnóstico laboratorial, destaca-se por
estes achados a necessidade de inclusão de testes adicio-
nais aos de rotina para o esclarecimento dos perfis hemo-
globínicos na população brasileira.
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A diversidade genética das hemoglobinopatias no Bra-
sil pode ser evidenciada pelos diferentes tipos de hemo-
globinas (Hb) observadas na população. Cerca de 800 tipos
de variantes já foram caracterizadas em todo o mundo.1 No
Brasil, as hemoglobinas variantes mais freqüentes são as
Hb S e Hb C, em virtude da contribuição dos afro-descen-
dentes na formação da população. Em menor número, há
evidência de várias hemoglobinas, como: Hb D-Los Angeles,
Hb J Rovigo, Hb Stanleville II, Hb Hasharon, etc.2,3

A Hb Korle-Bu é caracterizada por uma mutação na
cadeia beta da globina, no códon 73 onde ocorre a troca de
um  ácido aspártico por uma asparagina (Asp → Asn) (GAT
→ AAT). Indivíduos heterozigotos são normais, e os homo-
zigotos podem apresentar discretas alterações na morfolo-
gia dos eritrócitos, porém com perfil hematológico assinto-
mático.1 Esta variante é originária da África e dados da lite-
ratura revelam sua prevalência também em afro-descenden-
tes dos Estados Unidos, América do Sul, México e Costa
Rica.4 A mutação confere à proteína diminuição na afinida-
de ao oxigênio, apresentando efeito Bohr, cooperatividade
e estabilidade normais. Pode também estar associada às Hb
S e Hb C.1,4

Neste trabalho, objetivou-se a identificação das Hb A
Korle-Bu em amostras de sangue com perfil de Hb AS por
procedimentos de rotina diagnóstica que incluem HPLC e
análise molecular, alertando para sua ocorrência.

A casuística constou de amostras de sangue de in-
divíduos dos Estados de São Paulo, Bahia e Rio de Janeiro,
provenientes de programas de triagem neonatal e serviços
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Figura 2: Amostras com Hb AS (A), Hb AD (B) e Hb A Korle-Bu (C) analisadas no sistema Variant de HPLC
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Figura 1. Reprodução da seqüência gerada para identificação do sítio de alteração
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