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A diversidade genética das hemoglobinopatias no Bra-
sil pode ser evidenciada pelos diferentes tipos de hemo-
globinas (Hb) observadas na populagdo. Cerca de 800 tipos
de variantes ja foram caracterizadas em todo o mundo.! No
Brasil, as hemoglobinas variantes mais freqiientes sdo as
Hb S e Hb C, em virtude da contribui¢ao dos afro-descen-
dentes na formacdo da populagdo. Em menor niimero, ha
evidéncia de varias hemoglobinas, como: Hb D-Los Angeles,
Hb J Rovigo, Hb Stanleville II, Hb Hasharon, etc.??

A Hb Korle-Bu ¢ caracterizada por uma mutagdo na
cadeia beta da globina, no cédon 73 onde ocorre a troca de
um 4cido aspartico por uma asparagina (Asp — Asn) (GAT
— AAT). Individuos heterozigotos sdo normais, ¢ os homo-
zigotos podem apresentar discretas alteragdes na morfolo-
gia dos eritrécitos, porém com perfil hematologico assinto-
mético.! Esta variante ¢ originaria da Africa e dados da lite-
ratura revelam sua prevaléncia também em afro-descenden-
tes dos Estados Unidos, América do Sul, México e Costa
Rica.* A mutag@o confere a proteina diminuigdo na afinida-
de ao oxigénio, apresentando efeito Bohr, cooperatividade
e estabilidade normais. Pode também estar associada as Hb
SeHb C.#

Neste trabalho, objetivou-se a identificacdo das Hb A
Korle-Bu em amostras de sangue com perfil de Hb AS por
procedimentos de rotina diagndstica que incluem HPLC e
analise molecular, alertando para sua ocorréncia.

A casuistica constou de amostras de sangue de in-
dividuos dos Estados de Sdo Paulo, Bahia e Rio de Janeiro,
provenientes de programas de triagem neonatal e servigos

hospitalares, colhidas por pungdo venosa em tubos com
EDTA, apos consentimento informado, analisadas no peri-
odo de junho de 2000 a dezembro de 2001. As amostras
foram submetidas aos procedimentos de triagem que inclu-
iram testes citologicos e a eletroforese em pH alcalino em
acetato de celulose.* Do total de amostras analisadas,
264 apresentaram padrdo de migracdo eletroforética na po-
si¢do de Hb AS. Todas foram submetidas a analise por
HPLC no Sistema automatizado Variant (Bio-Rad).” Nas ana-
lises por HPLC, sete (2,65%) amostras apresentaram perfil
cromatografico de Hb A-Korle-Bu, ressaltando que trés eram
do mesmo nucleo familiar. Por ndo apresentar um sitio de
restricdo que permitisse a analise da mutagdo por digestdo
enzimatica, as amostras de DNA foram analisadas por PCR
e seqiienciamento automatico em Sistema ABI, conforme
ilustrado na Figura 1.% Os primers utilizados para analise
da regido onde se localiza a mutagdo para a Hb Korle Bu
possuem as seguintes seqiiéncias: 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 a regido do éxon 2 do gene da beta globina.

As condigdes de amplificagdo seguiram protocolos des-
critos previamente.” Apos a amplificacdo e seqiienciamento
foram confirmadas as presencas do mutante referente a Hb
Korle-Bu.

A andlise por HPLC pelo sistema Variant demonstrou
que o pico correspondente a Hb Korle-Bu se encontra na
janela de Hb D, com tempo de retencdo de 3,9 e desvio da
linha de base (Figura 2). Tendo em vista que o perfil inicial-
mente obtido nas analises eletroforéticas em pH alcalino su-
geria a presenca de Hb AS, a analise do perfil cromatografico
foi auxiliar na defini¢do da suspeita para posterior confirma-
cdo pelos métodos moleculares. Como muitos laboratorios
de rotina utilizam apenas a eletroforese em pH alcalino como
procedimento de diagnodstico laboratorial, destaca-se por
estes achados a necessidade de inclusdo de testes adicio-
nais aos de rotina para o esclarecimento dos perfis hemo-
globinicos na populacdo brasileira.

Abstract

Routine laboratorial diagnostic procedures for hemoglobin variants
can be incorrect when based only on electrophoretic procedures. In
this study we evaluated 264 blood samples with hemoglobin AS
profile and of these, seven had a phenotype confirmed as hemoglobin
A-Korle-Bu. Associated methodologies such as HPLC and molecular
analyses supply necessary assistance for diagnosis and adequate
genetic counseling.
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Figura 1. Reprodugao da seqiiéncia gerada para identificacdo do sitio de alteragéo
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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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