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1 Introducao

1.1 Hemoglobinas normais

A hemoglobina (Hb) é um tetramero, com peso molecular de 64.458
Daltons, formada por quatro subunidades (Figura 1). Cada subunidade é composta
de duas porcdes: a globina, fracdo protéica que varia geneticamente, € o heme,
grupo prostético que contém o ferro, o qual se combina com o oxigénio e confere
a molécula sua capacidade de transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos
e de parte do gas carbdnico no sentido inverso. A fracdo protéica da molécula de
Hb ¢é formada por quatro cadeias num total de 574 aminoécidos. Duas delas sdo
constituidas por 141 aminodcidos e sdao chamadas tipo alfa. As outras duas
possuem 146 aminoécidos cada e sdo denominadas tipo beta (HONIG; ADAMS
1, 1986; WEATHERALL; CLEGG, 2001).

Figura 1: Modelo tridimensional da estrutura quaterndria da molécula de Hb .

) Disponivel em <http:/mercury.bio.uaf.edu/~kevin_mccracken/ lab/lab.html>. Acesso em 22 de
julho de 2005.
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O complexo génico da familia da globina do tipo alfa, mostrado na Figura
2A, esté localizado no brago curto do cromossomo 16 e compreende trés genes
funcionais denominados zeta 2, alfa 2 e alfa 1, dispostos na ordem de sua ativagio
durante o desenvolvimento e trés pseudogenes (Yzeta, yalfa2, yalfal) (DEVILLE
et al.,, 2004). Os pseudogenes sdo seqiiéncias de DNA ndo funcionais que
apresentam alto grau de homologia com um gene funcional (STRACHAN;
READ, 2002). Outro membro desta familia € o gene teta que parece codificar um
polipeptideo que ndo € incorporado a molécula de Hb e, por isso, a globina teta
pode ser desprovida de qualquer funcdo (CLEGG, 1987).

O complexo génico da familia da globina beta, ilustrado na Figura 2B, esta
agrupado no cromossomo 11 e abrange cinco genes funcionais denominados
epsilon, gama alanina, gama glicina, delta e beta, dispostos na sua ordem de
ativagio e um pseudogene (ybeta) (HONIG; ADAMS III, 1986;
WEATHERALL; CLEGG, 2001; FU; LIU; LIANG, 2002).

Os genes das globinas possuem elementos reguladores que determinam a
expressao tecido-especifica e dependente das diferentes fases do desenvolvimento.
A familia génica da globina alfa possui uma regifio controladora que se localiza a
40 Kb do gene zeta e denomina-se HS-40. Esta regido contém sitios hipersensiveis
a Dnase I e sitios de ligacdo de fatores de transcricdo (DEVILLE et al., 2004). A
familia génica da globina beta possui uma importante regido reguladora
denominada Regido Controladora do Loécus (LCR) que se localiza a
aproximadamente 6 a 20 Kb a montante do gene epsilon. A LCR consiste de cinco
sitios hipersensiveis a Dnase I e € responsdvel pelo controle da expressdo
balanceada dos genes da globina beta e expressdo especifica dos genes da globina
nos eritrécitos (FU; LIU; LIANG, 2002; STAMATOYANNOPOULOS, 2005).

As primeiras Hb sintetizadas s@o as Hb embriondrias que predominam nos
estdgios iniciais de gestagdo. Neste periodo sdo encontradas as Hb Gower 1
(constituida por duas cadeias zeta e duas cadeias epsilon), Gower 2 (alfa,epsilon,),
Hb Portland I (zetagama,) e Hb Portland II (zeta,beta;). Ao término desse

periodo ndo ocorre mais a sintese das Hb embriondrias, predominando a produgdo
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da Hb F (alfa,gama,) que tem inicio na quarta semana de gestacio com aumento

progressivo durante o desenvolvimento fetal (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

Figura 2: Representacdo esquemadtica das familias génicas da globina humana.
(A) Familia génica da globina alfa incluindo a regido controladora HS-40, os
genes funcionais zeta2, alfa2, alfal, os pseudogenes yzeta, yalfa2, yalfal e teta.
(B) Familia génica da globina beta incluindo a LCR, os genes funcionais epsilon,
gama”, gama®, delta e beta e o pseudogene ybeta (BANK, 2005, com

modificacoes).

A Hb A (alfa,beta,) € sintetizada a partir da 10* semana e se mantém em
concentracdes proximas a 10% até o nascimento. A Hb A2 (alfa,delta,) por sua
vez, comeca a ser sintetizada na 25" semana em concentracdes reduzidas que
permanecem até o nascimento, aumentando lentamente até se estabilizarem no
sexto més de vida (HONIG; ADAMS III, 1986; NAOUM, 1997). No individuo
adulto, os valores normais de Hb A sdo de 96% a 98%, Hb A, de 2,5% a 3,5% e
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Hb F de 0% a 1,0% (BONINI-DOMINGOS, 1993). A Figura 3 ilustra as
diferentes cadeias polipeptidicas que formam as Hb e os locais de eritropoese

durante as fases do desenvolvimento.

Tipo celular Megaloblasto Macrécito Normécito

Saco Figado Bago Medula Ossea

Local da eritropoese o
Vitelinico

Sintese das cadeias polipeptidicas (%)

Nascimento
Semanas do desenvolvimento

Figura 3: Perfil de producio das cadeias polipeptidicas durante as diferentes fases

do desenvolvimento .

1.2 Hb Anormais

As hemoglobinopatias podem ser resultantes de mutacdes que afetam os
genes reguladores promovendo um desequilibrio no contetido quantitativo das
cadeias polipeptidicas e conseqiientemente nos tipos normais de Hb, causando as
talassemias. Também podem ser originadas de alteracdes envolvendo genes
estruturais que promovem a formacdo de moléculas de Hb com caracteristicas
bioquimicas diferentes das Hb normais, denominadas Hb variantes (BONINI-

DOMINGOS, 1993).

&) Disponivel em <http://info.med.yale.edu/obgyn/reproimmuno/courses/class3/img002.gif>.

Acesso em 22 de julho de 2005.
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Mais de 1200 alelos mutantes de Hb foram caracterizados molecularmente,
incluindo talassemias e variantes (HUISMAN, 2005). Essas mutacdes sdo
regionalmente especificas, tendo cada pais seu espectro de Hb variantes e

mutantes talassémicos (OLD, 2003).

1.3 Talassemias

As talassemias sdo caracterizadas por uma reducio na producido de uma ou
mais cadeias polipeptidicas, que geralmente resultam no desenvolvimento de uma
anemia microcitica e hipocromica. A reducdo da sintese pode ser total ou parcial e
dessa maneira, as talassemias s@o classificadas segundo a cadeia globinica afetada
em: alfa, beta, delta, delta-beta e gama-delta-beta talassemias (BONINI-
DOMINGOS, 1993). No Brasil, tanto a alfa quanto a beta talassemias t€m alta
incidéncia. Isto se deve a intensa miscigenacdo da populagdo brasileira com a
grande imigragdo ocorrida no final do século XIX e inicio do século XX
(BONINI-DOMINGOS et al., 2000; ORLANDO; NAOUM; BONINI-
DOMINGOS, 2000).

A talassemia alfa € a doenga genética mais freqiiente no mundo, inclusive
na populacdo brasileira, e afeta principalmente grupos de descendéncia asidtica e
alguns africanos (BONINI-DOMINGOS, 2004). A principal causa s@o as dele¢des
que podem remover um gene ou grandes seqiiéncias da familia da globina alfa,
levando a uma diminuicdo parcial ou total na sintese da cadeia alfa. As dele¢des
alfa talassémicas mais comuns sdo a —alfa3'7, —alfa4'2, ——SEA, _ -—THAI, _MED o
(alfa)”™ (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003). Em um estudo realizado por
Wenning et al. (2000) na regido sudeste do Brasil, verificou-se que a delecdo -
alfa® foi a mais encontrada nos individuos analisados.

A gravidade dos fenétipos talassémicos depende da extensdo da delecdo e
o quanto o gene afetado contribui para a sintese da cadeia alfa. Como o gene alfa2
produz 2,5 vezes mais RNAm que o gene alfal, alteracdes no gene alfa? terdo
efeitos fenotipicos mais graves (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003).

Nas talassemias alfa, o excesso de cadeias globinicas gama, durante o

desenvolvimento fetal, forma a Hb Bart’s que € constituida por tetrameros de
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cadeia gama (gama4) e no adulto, o excesso de cadeia beta forma a Hb H,
constituida de tetrameros de cadeia beta (beta4). Esses homotetrdmeros, que sio
relativamente instaveis, podem ser oxidados, formando precipitados intracelulares
causando destruicio na membrana do eritrcito e fagocitose prematura (CHUI,
FUCHAROEN; CHAN, 2003). A freqiiéncia da talassemia alfa no Brasil foi por
muitos anos subestimada devido a dificuldade de diagnéstico dessa alteracdo
(BONINI-DOMINGOS, 2004).

Nas talassemias beta, as mutacOes pontuais sdo as principais causas de
reducdo ou auséncia na sintese da cadeia beta (BANK, 2005). Algumas mutagdes
sdo especificas de determinados grupos étnicos. As mutacdes predominantes na
populacdo da regido Mediterrinea, incluindo italianos, espanhdis e portugueses,
sdo comumente encontradas na populagdo brasileira. A mutacdo CD39 apresenta
alta freqii€éncia na regido sudeste, enquanto na regido nordeste a mutacdo IVS1-6 é
a mais encontrada (BONINI-DOMINGOS, 2004).

A talassemia beta apresenta heterogeneidade molecular e expressdo
fenotipica varidvel. Na forma homozigota, em que ocorre auséncia ou deficiéncia
acentuada na produgdo de cadeias beta, o acimulo continuo das cadeias alfa livres
danificam a membrana do eritrécito causando destruicao prematura dessas células,
que sdo preferencialmente hemolisadas, levando a uma anemia grave (BANK,
2005). A forma heterozigota é caracterizada por uma anemia mais leve com
discreta microcitose e hipocromia e aumento da resisténcia osmoética dos
eritrocitos. Também pode ser verificado aumento dos valores da Hb A2 e em

alguns casos, aumento da Hb F (STAMATOYANNOPOULOQOS et al., 1994).

1.4 Hemoglobinas Variantes

Mais de 900 variantes de Hb ja foram descritas até o momento
(HUISMAN, 2005). A maioria delas é originada por simples substitui¢des de
aminodcidos, resultantes de mudangas nas seqii€éncias de nucleotideos. As
alteragdes estruturais, com conseqiiéncias nas atividades fisico-quimicas da
molécula, dependem da extensdo do processo mutacional e dos locais em que

ocorrem. (BONINI-DOMINGOS, 1993; NAOUM, 1997).
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As substituicdes de aminoicidos que ocorrem na porcdo externa da
molécula de Hb, nido produzem alteracdes significativas no comportamento
funcional da molécula, com excecdo da Hb S. No entanto, as mutacdes nas
porcdes internas, que envolvem a regido em torno do grupo heme, causam
instabilidade da molécula de Hb, geralmente iniciada pela oxidacdo do grupo
heme. Outras substituicdes em residuos que participam dos contatos alfal betal,
das ligagdes quimicas com o 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) e do residuo histidina
C-terminal da cadeia beta, provocam a formacdo de Hb com alteracdes na
afinidade pelo oxigénio. (BONINI-DOMINGOS, 1993). O 2,3-BPG ¢ o principal
efetor alostérico, mediador da afinidade da Hb pelo oxigénio (MATHEWS; VAN
HOLDE, 1990).

As Hb variantes, baseadas em suas caracteristicas funcionais, podem ser
classificadas em: Hb sem alteracdes fisioldgicas; Hb de agregacdo como as Hb S e
Hb C; Hb instdveis; Hb com alteragdes funcionais e Hb variantes com fendtipo
talassémico como as Hb Lepore, G-Philadelphia e Hb Hasharon
(STAMATOYANNOPOULOS et al., 1994; CHINELATO-FERNANDES, 2003).

Um grande nimero de Hb variantes tem sido descoberto devido as
melhorias nas metodologias de andlises. A maioria delas ndo apresenta alteracdes
fisiolégicas em heterozigose, no entanto podem apresentar sintomas graves em
homozigose ou quando associadas a outra hemoglobinopatia (WACJMAN et al.,
2001).

A Hb S é uma variante de Hb bem caracterizada, que apresenta prevaléncia
varidvel nas diferentes regides do Brasil, dependente dos grupos étnicos
formadores de cada regido (ZAGO; COSTA, 1985). E causada por uma mutagio
no gene da globina beta, na qual ocorre uma substituicio da segunda base
nitrogenada do cédon GAG para GTG, levando a troca do dcido glutdmico pela
valina na posi¢do nimero seis da cadeia beta. A mudanga de um aminodcido com
cadeia lateral negativa por um aminodcido com cadeia lateral apolar gera uma
diferenca na mobilidade eletroforética da Hb S quando comparada com a Hb A

(NAOUM, 1997).
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Além da diferenga na mobilidade eletroforética, a substituicdo do 4cido
glutimico pela valina na porcdo externa da molécula de Hb favorece a
polimerizagdo da Hb S sob condi¢cdes de baixa concentracdo de oxigénio,
alterando a morfologia do eritrocito para a forma de foice. A alteracdo celular,
causada pelo processo de falcizacdo, influencia intensamente o fluxo sanguineo
aumentando sua viscosidade. Eventualmente pode ocorrer oclusido de capilares
devido a deposicdo de eritrdcitos falciformes na superficie endotelial (SCHNOG
et al., 2004).

Na heranca em heterozigose, traco falciforme, o portador ndo apresenta
alteracdes hematoldgicas. No entanto, hd relatos de complicacdes clinicas em
portadores expostos a condicdes de baixa concentracdo de oxigénio (NAOUM,
1997). Doenca falciforme € um termo genérico usado para determinar um grupo
de alteracdes genéticas caracterizadas pelo predominio de Hb S, incluindo a forma
homozigota da Hb S, interacdes de Hb S com talassemias ou com outras Hb
variantes. Essas alteracdes sdo caracterizadas por quadros clinicos graves que
diminuem a qualidade e a expectativa de vida dos portadores (SCHNOG et al.,
2004).

Virias outras Hb variantes foram relatadas na populacdo brasileira. Dentre
elas hd uma variedade de mutantes “S-like” que apresentam padrdao de migracao
eletroforética semelhante ao da Hb S em pH alcalino, como as Hb D-Los Angeles,
Hb D-Iran, Hb Korle-Bu, Hb Hasharon, Hb Queens, Hb Montgomery, Hb Q-India
e Hb Lepore. Essas Hb variantes podem ser erroneamente diagnosticadas com o
uso de metodologias de diagndstico pouco eficientes e, conseqiientemente, ter
suas freqiiéncias subestimadas (ONDEI; ZAMARO; BONINI-DOMINGOS,
2005).

A Hb D-Los Angeles também chamada de Hb D-Punjab € a mais comum
das Hb D, sendo originada de uma transversdo na primeira base do cédon GAA
para CAA, no gene da globina beta. Essa alteracdo resulta na substituicao do acido
glutdmico pelo aminodcido glutamina, que contém cadeia lateral polar, na posi¢io

121 da por¢do externa da cadeia beta globina. Em pH alcalino, a Hb D-Los
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Angeles apresenta mobilidade eletroforética semelhante a da Hb S, enquanto que
em pH 4cido, apresenta migracdo na posicdo da Hb A (WAJCMAN et al., 1969).

A Hb D-Los Angeles é encontrada, principalmente, no noroeste da India,
onde sua freqiiéncia é em torno de 3%. Também é encontrada em outras regides
como em populagdes européias, australianas e da América Latina, apresentando
ampla distribuicdo mundial (WILKINSON et al.,, 1974; BAIGET; DEL RIO;
GIMFERRE, 1982; PEREA et al., 1999).

Quando em heterozigose € assintomdtica, sendo na maioria das vezes
diagnosticada por estudo familial e em rastreamentos populacionais. Casos de
homozigose sdo raros, podendo apresentar desde pardmetros clinicos e
hematolégicos normais até uma anemia hemolitica branda (NAOUM, 1997;
LEONELI, 2001; CHINELATO-FERNANDES, 2003). Foram relatados
homozigotos descendentes de indianos, residentes em Londres, sem nenhum sinal
de anemia, com valores de reticuldcitos normais e com sintese balanceada das
cadeias alfa normal e beta mutante (POLITIS-TSEGOS et al., 1975). Quando ha
interacdo entre Hb D-Los Angeles e Hb S s@o verificados sintomas mais graves,
semelhantes aos da Hb S em homozigose. Os portadores de Hb D-Los Angeles
associada a talassemia beta apresentam anemia microcitica e hipocrdmica que
varia de grave a moderada. No Brasil, j4 foram relatados casos de associacio entre
Hb D-Los Angeles/Hb S e Hb D-Los Angeles/talassemia beta (ZAGO; COSTA,
1988; NAOUM et al., 2002). Também foi encontrado um caso de associagdo entre
Hb D-Los Angeles ¢ Hb Lepore em que o portador apresentou uma anemia
discreta (CHINELATO-FERNANDES, 2003).

Um outro tipo de Hb D foi descrito por Rahbar (1973), com caracteristicas
eletroforéticas idénticas as da Hb D-Los Angeles e denominada Hb D-Iran. Foi
encontrada em uma familia da parte central do Irda (RAHBAR, 1973). A origem
dessa Hb variante é uma transversao na primeira base do cddon GAA para CAA,
levando a uma substituicio do 4cido glutdmico pelo aminodcido glutamina na
posicdo 22 da por¢do externa da cadeia beta globina. Em heterozigose, ndo
apresenta sinais de anemia e a morfologia eritrocitiria é normal (HONIG;

ADAMS 1III, 1986; RAHBAR, 1973). No norte da Caldbria, na Italia, onde a
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incidéncia desta Hb variante é de 0,4%, foi relatado um caso de associacdo entre
Hb D-Iran e talassemia beta em que o portador apresentou caracteristicas tipicas
da beta talassemia heterozigota com valor de Hb A2 acima da normalidade (DE
MARCO et al.,, 1994). Em um caso de Hb D-Iran em homozigose, em uma
crianca de descendéncia paquistanesa, foi relatada uma condi¢do relativamente
benigna com anemia microcitica, poiquilocitose e hemdlise minima
(THORNBURG et al., 2001).

A Hb Korle-Bu é um mutante de cadeia beta que também apresenta padrao
eletroforético semelhante ao da Hb D-Los Angeles. A mutacdo responsavel por
essa Hb variante € a transi¢do da primeira base do cddon GAT para AAT no gene
da globina beta, resultando na troca do &4cido aspdrtico, com cadeia lateral
negativa, pelo aminodcido asparagina, que contém cadeia lateral polar, na posicao
73 da porcdo externa da cadeia beta globina (ROPERO; VILLEGAS;
GONZALEZ, 2004).

Em heterozigose, o portador da Hb Korle-Bu ndo apresenta alteracdes
hematolégicas (CHANGTRAKUN et al., 2002). Em homozigose, também nao
apresenta sinais clinicos; no entanto, a interagdo entre Hb Korle-Bu e Hb C pode
causar anemia hemolitica moderada com presenca de células microcitica,
hipocromicas e em alvo (ROPERO; VILLEGAS; GONZALEZ, 2004;
HUISMAN, 2005). Em um estudo realizado por Changtrakun et al. (2002), foi
relatado que a interagdo entre Hb Korle-Bu, Hb E e alfa talassemia provoca
anemia microcitica e hipocrdmica moderada. A Hb Korle-Bu é mais freqiiente na
Africa, no entanto, também é encontrada em diversas populacdes devido as
correntes migratdrias. A sua correta identificagdo faz-se necessdria para um
tratamento adequado nos casos mais graves como nas associagdes com outras
hemoglobinopatias (ROPERO; VILLEGAS; GONZALEZ, 2004, BONINI-
DOMINGOS, 2005).

A Hb Hasharon ¢ um mutante de cadeia alfa que migra em posicdo
semelhante a da Hb S em pH alcalino. E originada de uma transversio na primeira
base do cédon GAC para CAC no gene alfa2, resultando na substituicdo do

aminodcido dcido aspartico pelo aminodcido histidina na posicdo 47 da porcao
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externa da cadeia alfa globina. Apresenta maior ocorréncia em italianos, judeus e
outras populacdes do leste europeu (HONIG; ADAMS III, 1986; LEHMAN;
VELLA, 1974).

Em heterozigose, ndo apresenta anormalidades hematologicas, nem
alteracdes na afinidade pelo oxigénio na maioria dos casos. A Hb Hasharon pode
apresentar instabilidade aumentada quando comparada com a Hb normal,
ocasionando uma anemia hemolitica branda com leve reticulocitose, devido a
destruicdo prematura dos eritrécitos (CHARACHE; MONDZAC; GESSNER,
1969; LEHMAN; VELLA, 1974).

Foi verificada uma diminui¢do dos sintomas da talassemia em individuos
com associacdo entre Hb Hasharon e talassemia beta. Isto se deve a instabilidade
da cadeia alfa mutante que € removida mais rapidamente que a cadeia alfa normal,
reduzindo o efeito deletério das cadeias em excesso. Também foi observada uma
diminui¢@o nos sintomas clinicos em portadores de talassemia beta homozigota e
Hb Hasharon (ZAGO; COSTA; BOTTURA, 1982).

A Hb Queens € uma variante de cadeia alfa encontrada principalmente em
populagdes orientais. E originada por uma transversio na segunda base
nitrogenada do c6don CTG para CGG no gene alfa2 ou alfal. Essa alteracdo leva
a uma substituigdo do aminodcido com cadeia lateral apolar, leucina, pelo
aminodcido arginina, com cadeia lateral positiva, na posicdo 34 da cadeia da
globina alfa, na regido de contato entre as cadeias alfa 1 e beta 1. Em
heterozigose, nao sdo verificadas anormalidades hematoldgicas, porém, a Hb
Queens apresenta afinidade pelo oxigénio um pouco aumentada e € relativamente
instdvel quando comparada com a Hb normal (LEE et al., 1992; HUISMAN,
2005).

A Hb Montgomery é uma Hb variante rara, também mutante de cadeia
alfa, que foi encontrada, pela primeira vez, durante um programa de rastreamento
de Hb anormais no Alabama. E originada por uma transversdo na segunda base
nitrogenada do cédon CTG para CGG no gene alfa2 levando a uma substituicio
do amino4cido leucina pelo arginina na posi¢do 48 da por¢do externa da cadeia da

alfa globina. Em heterozigose, ndo foram relatados sintomas clinicos (HONIG;
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ADAMS 111, 1986; BRIMHALL, 1975). Em um afro-americano portador de Hb S
em homozigose, com crises falcémicas, foi constatada a associagdo com a Hb
Montgomery. Neste caso, verificou-se uma alta concentracdo de tetrAimeros
formados pela cadeia alfa variante e cadeia beta S, mostrando uma estabilidade
aumentada da cadeia alfa variante e alta afinidade com a cadeia beta variante
(KRAUSS; BURES; KENIMER, 2000).

A Hb Q-India é uma Hb anormal originada por uma transversdo na
primeira base nitrogenada do cédon GAC para CAC no gene alfal resultando em
uma troca do 4cido aspértico pelo aminoécido histidina na posi¢do 75 da porcao
externa da cadeia alfa globina. E encontrada, principalmente, em populacdes
indianas com prevaléncia menor que 0,5%. Portadores de Hb Q-India em
heterozigose, com e sem associagdo de beta talassemia, podem apresentar
microcitose e anemia leve. Heterozigotos com deficiéncia de ferro apresentam
niveis menores de Hb Q-India, enquanto que a associagdo com alfa talassemia
pode provocar um aumento da Hb variante. A associacdo com beta talassemia
também afeta os valores de Hb Q-India (ABRAHAM et al., 2005; PANIGRAHI,
2005).

A Hb Lepore é uma variante de Hb originada pela fusdo dos genes delta e
beta apds o pareamento desigual dos homdélogos na meiose. A globina variante
contém uma seqiiéncia de aminoicidos idéntica a por¢cdo carboxi-terminal da
cadeia beta e uma seqiiéncia amino-terminal idéntica a da cadeia delta
(BAGLIONI, 1962). Foram descritos trés tipos de Hb Lepore com diferentes
pontos de quebra durante a meiose, distinguiveis por andlise molecular: Hb
Lepore-Washington-Boston, apresenta ponto de quebra entre os cddons 87 e 116
(delta® acido glutﬁmico—betal16histidina), mutacdo mais comum com distribui¢do
mundial; Hb Lepore-Baltimore apresenta ponto de quebra entre os cédons 50 e 86
(deltasoserina—betagﬁalanina) e Hb Lepore-Holanda, variante mais rara, apresenta
ponto de quebra entre os cédons 22 e 50 (delta*alanina-beta™ treonina) (RIBEIRO
et al., 1997).

Os portadores de Hb Lepore em heterozigose podem apresentar anemia

branda com microcitose e hipocromia. Interacdes com outras Hb variantes podem
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produzir fenétipos varidveis. A associacdo com alfa talassemia ndo altera a
formacdo da Hb variante, nem o fenétipo (ROPERO et al., 1999; VIPRAKASIT
etal., 2002).

Devido a grande diversidade genética da populacdo brasileira, sdo
encontrados vdrios tipos de Hb variantes. Com a melhoria da qualidade dos testes
laboratoriais e implementacdo de amplos programas de rastreamento, observou-se
nos Ultimos trés anos um aumento no nimero de requisicdes para esclarecimentos
de diagnodsticos envolvendo hemoglobinopatias, como observado no Laboratério
de Hemoglobinas e Genética das Doengas hematolégicas (LHGDH). No entanto,
na literatura atualmente disponivel, ndo sdo encontrados mapas de migragao com
informacdes completas e de ficil acesso aos servigos e profissionais de satde.
Além disso, as informagdes sobre as Hb variantes também estdo dispersas, sendo
necessdrio consultar diversas fontes para obter informagdes sobre os diferentes
mutantes.

Dessa forma, objetivou-se estabelecer o perfil eletroforético e
cromatogréfico das Hb variantes S e “S-like” e o perfil de migracdo eletroforética
das cadeias globinicas em pH alcalino e pH &cido, em amostras de individuos
normais e portadores de Hb variantes, desenvolvendo material ilustrativo e
educativo que servird de suporte para a identificacdo dessas Hb variantes na

populacio brasileira, contribuindo para o seu conhecimento.
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2 Objetivo

Contribuir para o conhecimento das Hb variantes S e “S-like” por andlise
do comportamento cromatografico e eletroforético das Hb variantes e das cadeias
globinicas do tipo alfa e tipo beta em pH alcalino e pH &4cido, determinando o

perfil desses mutantes.

2.1 Objetivos Especificos

1. Estabelecer os valores referenciais de Hb, obtidos por HPLC, para adultos

normais e portadores de Hb S no Brasil, comparando os diferentes fendtipos

encontrados com o auxilio da estatistica e informatica *’

2. Identificar as variantes de Hb “S-like” pelos métodos cldssicos de diagndstico

3. Identificar as globinas do tipo alfa e tipo beta normais e mutantes, por

procedimentos eletroforéticos em pH alcalino e pH acido

4. Tracar o perfil cromatografico das Hb “S-like”

5. Estabelecer mapas de migragdo eletroforética

6. Relacionar os mutantes de globina com os achados laboratoriais cldssicos e

elaborar material educativo e ilustrativo para cada caso

) Esse objetivo originou um artigo, em anexo, que serd submetido 2 Annals of Clinical &

Laboratory Science.
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3 Material e Métodos

3.1 Casuistica

Foi avaliado um total de 881 amostras de sangue periférico distribuidas da
seguinte forma:

a) Para estabelecer os valores de referéncia de hemoglobinas por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), em adultos portadores de
Hb S, foram analisadas 751 amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA
como anticoagulante, apds consentimento informado, de individuos com idade
acima de um ano, sem distincdo de género e etnia, provenientes de diferentes
localidades. As amostras foram separadas em cinco grupos segundo o fendtipo:
com Hb normal (AA); Hb S em heterozigose (AS); Hb S em heterozigose
associada a alfa talassemia (ASH); Hb S em homozigose (SS) e duplos
heterozigotos para Hb S e Hb C (SC).

Para as andlises, foram incluidas aos valores de Hb AO, obtidos pela
HPLC, as subfragdes de Hb A glicosilada e Hb A acetilada, denominadas “P2” e
“P3” respectivamente, no software do equipamento. Para o grupo controle, os
valores de Hb A2 considerados normais foram de 2,0% a 3,5% e os de Hb F até
1,3%, fornecidos pelo fabricante e, previamente comparados por outros sistemas
de andlise para as condi¢des do laboratério. Os valores de Hb A2 considerados
para definicdo do grupo amostral com Hb S foram de até 5,2% para os grupos
heterozigotos e de até 5,9% nos grupos com Hb SS e Hb SC, utilizando os limites
estabelecidos por Shokrani; Turner; Aguinaga (2000).

b) Nas andlises das Hb “S-like” foram utilizadas 130 amostras de sangue
periférico colhidas com EDTA, apds consentimento informado, provenientes de
diferentes localidades, sem distincao de gé€nero, idade, etnia ou classe social.

Este trabalho € parte integrante do projeto intitulado: Contribui¢cdo para o
estudo dos defeitos moleculares da hemoglobina humana na populagdo brasileira
que apresenta protocolo de aprovagdo sob o niimero 07/2003 no Comité de Etica
em Pesquisa da UNESP e ntimero 7790, processo 25000.052632/2003-31 na
CONEP.
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3.2 Métodos

Foram realizadas as metodologias de triagem para hemoglobinopatias
visando caracteriza¢do das Hb variantes, as quais serdo listadas a seguir. Também
foi realizada a andlise molecular como suporte na identificagcdo de algumas Hb

variantes.

3.2.1 Preparacao de hemolisados
Para que as amostras fossem submetidas a procedimentos eletroforéticos e
testes bioquimicos as células foram lisadas para a obtencdo da solucdo de Hb
utilizando duas metodologias:
¢ Hemolisado Rdpido - com saponina, (NAOUM, 1990)
e Solucdo de Hb - com cloroférmio, (NAOUM, 1990)

Hemolisado Rdpido: com saponina

Reativo hemolisante:

- Saponina P.A. lg
- Agua destilada 100 mL
Procedimento:

- Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue com 1 volume de
reativo hemolisante, com posterior homogeneizacido até a hemdlise completa da
mistura;

- O hemolisado pdde ser utilizado apés 5 minutos, e no maximo 4 horas

depois da sua preparacao.
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Solugdo de Hb: com Cloroférmio

Procedimento:

- Para lavar os eritrécitos, centrifugou-se 1mL de sangue colhido com
anticoagulante com solucao salina a 0,85%, a 1.500 rpm, durante 5 minutos,
descartando o sobrenadante. O processo foi realizado trés vezes, no minimo.

- Ao volume de eritrécitos lavados, adicionou-se outro de dgua destilada,
homogeneizando a solugdo. A seguir, adicionou-se um volume de cloroférmio
idéntico ao do hemolisado formado. A mistura foi agitada vigorosamente e
centrifugada a 2.000 rpm, por 20 minutos.

- A solugd@o de Hb sobrenadante, ou hemolisado, foi retirada por meio de
pipeta Pasteur e transferida para um tubo limpo com identificacdo da amostra. A
concentracio do hemolisado em Hb, preparado conforme a metodologia

apresentada, variou de 10 a 15 g/dL.

3.2.2 Resisténcia globular osmética em solucdo de NaCl a 0,36 %
(SILVESTRONI; BIANCO, 1975)
Principio:

Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na
forma heterozigota, pois nesses casos os eritrocitos microciticos sdo mais
resistentes a hemolise nesta solucdo. A resisténcia globular ndo é especifica para
talassemia beta heterozigota, ja que resultados positivos sdo encontrados também
em anemias carenciais e outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos para

Hb C.

Reagentes:

Solugdo estoque - NaCl a 10% - pH 7,4

- NaCl 90¢g
- Na,HPO, 1,36 g
- NaH,P0O,4.H,O 0,28 g

- Agua destilada q.s.p. 100 mL
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Solugdo de trabalho

- NaCl 10% 36 mL
- Agua destilada q.s.p. 1000mL
Procedimento:

Em tubo de hemdlise colocou-se 2,0 mL de solucdo de NaCl a 0,36% e
10 pLL de sangue total, agitando por inversdo, suavemente. A leitura foi feita apds

10 minutos.

Interpretagdo:

O tubo de hemdlise com a amostra na solucdo de NaCl a 0,36% foi
colocado a 2,0 cm de uma folha branca com linhas negras. O teste foi interpretado
como positivo quando as linhas negras nido foram visualizadas, uma vez a
resisténcia aumentada a hemolise do eritrdcito tornou a amostra opaca. As linhas

foram facilmente visualizadas em amostras com resisténcia normal a hemolise.

3.2.3 Analise, a fresco, da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS,
2003)

Os esfregacos sangiiineos, a fresco, foram analisados ao microscépio
optico, quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrécitos. Os
resultados foram divulgados da seguinte maneira, segundo padronizacdo do

LHGDH para cada um dos parametros avaliados.

- células normais: (N)

- alteragdes leves: (N/+)

- alteragdes discretas: (+)

- alteragdes de discretas a moderadas: (+/++)

- alteragdes moderadas: (++)
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3.2.4 Eletroforese em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965)

Principio:
Técnica utilizada para qualificacdo e quantificacio de Hb normais e
grande parte das Hb arormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb

normais.

Reagentes:

Tampao Tris-EDTA-Borato (TEB), pH 8,6

- Tris hidroximetil aminometano 10,2 g

- Acido etilenodiaminotetracético 0,6 ¢

- Acido Bérico 32¢g

- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Conservado em geladeira

Corante:

Ponceau

- Ponceau S 05¢g

- Acido tricloroacético 50g

- Agua destilada q.s.p. 100 mL.

Solugdo descorante:

- Acido acético glacial 100 mL
- Metanol 50 mL

- Agua destilada q.s.p. 1000 mL
Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampao TEB por 15
minutos no minimo e 6 horas, no miximo.
- Apds serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram

colocadas na cuba de eletroforese contendo o mesmo tampao utilizado para
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embeber as fitas, conectando-as com os compartimentos eletroliticos através de
tecido absorvente (perfex).

- A solugdo de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em
contato com o pdlo negativo.

- As amostras foram submetidas a 300 volts por 30 minutos.

- As fragdes foram analisadas, primeiramente, sem coloracio e,
posteriormente, coradas com Ponceau. Para cord-las, as fitas foram colocadas no
corante por 5 minutos, € em solucio descorante por 30 minutos, com agitacao da

vasilha.

3.2.5 Transparentizacao (BONINI-DOMINGOS, 2003)
Realizada para possibilitar a conservagdo das fitas de acetato de celulose

para registros.

Reagentes:

- Metanol P.A. 25 mL

- Solugdo de Transparentizacgao:

- Acido acético glacial 7,0 mL
- Metanol 42,5 mL
- Glicerina 0,5 mL
Procedimento:

- A fita de acetato de celulose foi mergulhada no metanol por no maximo
60 segundos.

- Em seguida, ela foi transferida para a solucao de dcido
acético:metanol:glicerina por 40 segundos.

- A fita de acetato foi entio colocada sobre uma lamina de vidro e levada a

estufa a 60°C para secar por, aproximadamente, 2 minutos.
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3.2.6 Eletroforese em pH neutro (DACIE; LEWIS, 1985)
Principio:
Técnica utilizada para identificacdo e quantificagdo das Hb H que

apresentam perfil de migracao em pH alcalino similar a proteinas plasmaticas.

Reagentes:

Tampao pH neutro

- KH,PO4 311¢g
- NazHPO4 1,66 g
- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Conservar em geladeira

Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampao neutro por
15 minutos no minimo € 6 horas, no maximo.

- Apds serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram
colocadas na cuba de eletroforese contendo o mesmo tampdo utilizado para
embeber as fitas, conectando-as com os compartimentos eletroliticos através de
tecido absorvente (perfex).

- A solugdo de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em contato
com o pélo negativo.

- As amostras foram submetidas a 300 Volts por 30 minutos.

- As fracdes foram analisadas sem coloracdo, seguindo mapa especifico de

identificacdo.

3.2.7 Eletroforese em pH acido (VELLA, 1968)
Principio:
Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em

posi¢cdes semelhantes na eletroforese em pH alcalino e caracterizacdo semi-

quantitativa de Hb F.
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Reagentes:

Tampao Fosfato pH 6,2

Para uso nos compartimentos eletroliticos e confec¢@o do gel:

- Na,HPO, 2,02¢g

- NaH,PO4.H,O 7,66 g

- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Conservar em geladeira

Gel de Agar-Fosfato

- Agar-agar 500 mg
- Tampao fosfato pH 6,2 25 mL
Procedimento:

- Os componentes do gel de 4gar-fosfato foram adicionados a um
erlenmeyer de 250 mL e levados ao forno microondas até completa dissolugdo,
tomando cuidado para a mistura nao ferver.

- Foram pipetados 5,0 mL do gel em ldminas de microscépio que
gelificaram a temperatura ambiente.

- As amostras foram aplicadas na por¢cdo média da 1amina, inserindo o
aplicador com cuidado para ndo partir totalmente o gel.

- Para conex@o do gel com os compartimentos eletroliticos foi utilizado
tecido absorvente (perfex).

- As amostras foram submetidas a 100 volts por 30 minutos.

- As fragOes foram analisadas sem corar e coradas com Ponceau.

3.2.8 Pesquisa de corpisculos de Heinz e agregados de Hb H
(PAYANNOPOULOS; STAMATAYANNOPOULOS, 1974)
Principio:

Os corpusculos de inclusdo de Hb H sio formados por cadeias beta

oriundas da desnaturacio do tetrdmero da Hb. Apés coloracio esses corpusculos
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apresentam-se dispostos homogeneamente no interior dos eritrécitos como

pequenos pontos azulados.

Reagentes:

Solugdo salina:

- Cloreto de sodio 09¢

- Agua destilada q.s.p. 100 mL

Solugio citrato:
- Citrato de s6dio 22¢g

- Agua destilada q.s.p. 100 mL

Solugdo de Azul Cresil Brilhante (ACB):

- Azul Cresil Brilhante 1,0g

- Solugdo salina 100 mL
- Solucio citrato 25 mL
Procedimento:

- Em tubo de ensaio pequeno foram colocados 50 pl de sangue total e
adicionados 50 ul de ACB.

- Apo6s agitacdo suave dos tubos, o material foi incubado a 37°C por 30 e 60

minutos.

- Foram feitos esfregacos finos os quis foram examinados ao microscopio em

objetiva de imersao.

Interpretagdo:

Os corpusculos de Hb H apresentaram-se dispostos homogeneamente no
interior dos eritrécitos como fina granulacdo distribuida homogeneamente,
caracterizando um portador de alfa talassemia. Os Corpos de Heinz, provenientes
da desnaturacdo de Hb, apareceram como uma precipitacio grosseira junto a

membrana dos eritrocitos.
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3.2.9 Eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH alcalino segundo
Schneider (1974) com modificacoes (BONINI-DOMINGOS, 2003)
Principio:

Técnica utilizada para separacdo eletroforética das cadeias globinicas,

sendo possivel detectar as cadeias globinicas normais e variantes.

Reagentes:

Tampao Tris-EDTA-Borato pH 8,6
Corante Negro de Amido

Uréia

2-mercaptoetanol

Corante:

Negro de amido

- Negro de amido 10B 05¢g

- Alcool metilico 45,0 mL
- Acido acético glacial 5,0 mL
- Agua destilada 45,0 mL
Procedimento:

- O tampao foi preparado no dia anterior ao teste misturando 36 g de
uréia e 70 mL de tampdo Tris-EDTA-Borato pH 8,6 (tampado Tris-uréia), em um
"becker". A solucdo permanecia homogeneizando em temperatura ambiente por
no minimo 12 horas, em agitador magnético, até o momento do uso.

- Para preparar as amostras, adicionou-se em um tubo pequeno 50 puL do
tampao Tris-uréia, 50 UL de 2-mercaptoetanol e 50 uL. de hemolisado preparado
com cloroférmio. As solugdes ficaram em repouso por lhora a temperatura
ambiente.

- Ao tampao Tris-uréia restante, foi adicionado 6,4 mL de 2-

mercaptoetanol onde as fitas de acetato de celulose foram embebidas por 1 hora.
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- Decorrida 1 hora, as fitas de acetato foram secas em papel absorvente e
colocadas na cuba de eletroforese, fazendo conexdes com 0s compartimentos
eletroliticos com papel filtro. O tampao em que as fitas estavam embebidas foi
utilizado para a corrida eletroforética.

- As amostras foram aplicadas na por¢do superior do acetato, préximas
ao pélo positivo da cuba, sempre utilizando um padrao de Hb AS.

- As amostras foram submetidas a 110 Volts por 40 minutos e 220 Volts
por 20 minutos.

- As fragdes foram coradas com Negro de Amido por 2 minutos e
descoradas com solugdo descorante até completa visualizacdo das fracdes.

Posteriormente, as fitas foram transparentizadas.

3.2.10 Eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH acido segundo Alter et al.
(1980) com modificacoes (BONINI-DOMINGOS, 2003)
Principio:

Técnica utilizada para a separacdo das fracdes de globinas por suas
afinidades diferenciadas em pH dcido. Permite boa visualizacdo das globinas

gama.

Reagentes:

Solucdo estoque de poliacrilamida/bis-acrilamida 60:0,4

- Acrilamida 15¢g

- Bis- acrilamida 0,1g

- H,O g.s.p. 25 mL
Uréia 8M

- Uréia 12 ¢

-HO q.s.p 25 mL
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2 — Mercaptoetanol 1M

- 2 - Mercaptoetanol 35 uL

- H,O g.s.p. 500 uL
Tampio para Corrida — Acido acético 5%

- Acido acético glacial 50 mL

- H,O g.s.p. 1000 mL
Gel de poliacrilamida 12%

- Solucio estoque 2,5mL
- Acido acético 625 uL
- Uréia 8M 9,375 mL
- Triton X-100 250 uL
- Persulfato de aménio 30 mg

- TEMED 100 uL
Tampdo de amostra

- Uréia 8M 1,25 mL
- Acido acético glacial 1,25 mL
- 2- mercaptoetanol 125 pL
- Pironina Y 1,0 mg
Corante Comassie Blue

- Comassie G ou R 250 0,10¢g

- Acido acético glacial 3,5 mL
- Etanol 25 mL

- H,O q.s.p. 50 mL
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- O Comassie foi dissolvido no acido acético e etanol e, posteriormente, o volume

foi completado com 4gua destilada.
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Preparacdo do gel de poliacrilamida:

- Em um béquer, foi misturada a solugdo estoque de acrilamida-
bisacrilamida (60:0,4%), uréia 8M, acido acético glacial, persulfato de amdnio e o
TEMED. A solucdo do gel foi colocada nas placas previamente limpas e
montadas utilizando espassadores. Apés este procedimento foi introduzido o
molde para a formagdo das canaletas. A polimerizagdo ocorreu em 30 minutos em
temperatura aproximada de 30°C.

- Ap6s a polimerizacdo, o gel foi submetido a 200Volts por 1 hora, com
tampdo acido acético 5% nos compartimentos eletroliticos e o pdlo positivo no
topo. Este procedimento foi realizado para homogeneizacao do pH entre o gel e o
tampao.

- Na segunda corrida, foram aplicados 10 puL de 2 — mercaptoetanol 1M
em cada canaleta, previamente secas com papel de filtro, e o gel foi submetido a

150 Volts por 1 hora. O tampao de 4cido acético 5% foi trocado.

Preparagdo da amostra para a terceira corrida:

- Foram centrifugados 100 uL. de sangue com solucdo salina a 0,85%, a
1.500 rpm, durante 5 minutos, descartando o sobrenadante, para lavar os
eritrdcitos. O procedimento foi repetido, no minimo, por quatro vezes. Do volume
de eritrdcitos lavados foram retirados 10 UL de papa de eritrdcitos e adicionados
200uL de 4dgua destilada para romper os eritrdcitos.

- As amostras para aplicacdo no gel foram preparadas misturando 1,5 puL

do hemolisado, descrito acima, com 10 UL do tampdo de amostra.

Procedimento:

- Ap6s a realizacdo das pré-corridas, as canaletas foram secas e as
amostras aplicadas. O tampao de corrida foi trocado novamente e o gel submetido
a 200V e 80mA por 3 horas.

- As fragdes foram coradas com Comassie Blue por 30 minutos e

descoradas com solucao descorante até completa visualizagao das fracdes.
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- Para conservagdo e registro, o gel foi seco entre duas folhas de papel

celofane, sobre uma placa de vidro a temperatura ambiente.

3.2.11 Focalizacao isoelétrica analitica em placa fina de acrilamida (BASSET
et al., 1978)
Principio:

Técnica simples de eletroforese em gel de poliacrilamida em gradientes de
pH, sob voltagem elevada. Método ttil para detectar e quantificar as Hb anormais
por comparagdo da posi¢cdo isoelétrica de um mutante desconhecido com aquela

de um mutante de referéncia, medindo-se a separacao relativa das Hb.

Material:

- unidade horizontal para eletroforese e isoeletroenfoque, modelo Multiphor II
Pharmacia (18-1018-06)

fonte para eletroforese, modelo Multidrive XL 3.500 Volts, 400 mA, 200 Watts
Pharmacia (18-1013-68)

- circulador termostitico (-10 a +90 graus C) modelo MultiTemp II Pharmacia
(18-1013-78)

- placas de vidro 260X125X3 mm Pharmacia

- placas de vidro 260X125 mm com espacador em U de 1,0mm Pharmacia (80-
1129-36)

- tiras de papel para eletrélitos Pharmacia

- papel Whatman n° 1

- micropipetas automaéticas

Preparo das placas de 260X125X 3mm:

- Sobre uma folha de papel absorvente, foi colocada uma placa de vidro

lisa sem espacador de 260X125X3 mm.

- Foram colocadas duas a trés gotas de dgua sobre a placa de vidro.
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- Sobre as gotas de dgua, foi colocada uma folha de gel bond acompanhada
de sua folha de papel protetor.

- Sobre a folha de papel protetora, foi deslizado o roller, deixando escoar o
excesso de dgua, para fixar a folha de gel bond na placa de vidro.

- Em seguida, foi retirada a folha de papel protetora.

- Foi espalhado, com perfex, um pouco de repel silante sobre a placa de
vidro com espacador em U. Apds estar seca, foi lavada com dgua MiliQ através de
pisseta e seca em seguida, com papel absorvente. Essa placa de vidro de
260X125X3 mm com espacador em U foi adaptada sobre o conjunto.

- O conjunto foi, entdo, fixado com uma garra lateral e duas garras na parte

inferior.

Reagentes:

Solugdes de eletrdlitos:

Solugdo para o cdtodo (soda 1 M)

- NaOH 30% (3 g NaOH em pastilhas/10mL dgua MiliQ) 6,25 mL
- Agua MiliQ 50 mL
Solucdo para o dnodo (4cido fosférico 1 M)

- Acido fosférico a 85% (frasco mde nessa concentracio) 3,8 mL

- Agua MiliQ 50 mL

Solucdo estoque de acrilamida a 20% preparada a cada 15 dias e conservada em

frasco ambar

- Acrilamida 9,7¢
- Bis- acrilamida 03¢g
- H,O q.s.p. 50 mL

Persulfato de aménio a 3% - preparado no dia do uso
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Acido tricloroacético a 20%

Preparacdo do gel de poliacrilamida

Em um erlenmayer de 50 mL, foram adicionados os reagentes na seguinte ordem:

- KCN 12 mg

- Agua MiliQ 11,7 mL
- Solugdo de acrilamida 20% 4,5 mL
- Anfolito pH 6-8 0,9 mL
- Anfélito pH 7-9 1,05 mL

A solugdo foi degaseificada por 10 minutos e, em seguida, adicionados:
- TEMED Sa6uL
- Persulfato de amonio 3% 250 uL

- Apés ser misturada suavemente, a solucdo foi despejada entre as placas
de vidro e o pléastico com pipeta de 10mL. O gel permaneceu a temperatura
ambiente por 2 horas para polimerizacao.

- As pincas foram retiradas ap6s o endurecimento e o gel foi conservado a

4°C, em camara umida e fechada, até o momento do uso.

Pré-migracdo

- A placa refrigerante do aparelho de eletroforese foi regulada entre 5° e
6° através do circulador termostéatico.

- Sobre a placa refrigeradora, foi colocado um pouco de dgua com o
propésito de aderir a placa de gel bond com o gel de poliacrilamida.

- A placa de gel bond contendo o gel de poliacrilamida foi deslizada
sobre a placa refrigerante evitando qualquer rasgo, deformagdo do gel e formagao
de bolhas.

- As bordas préximas ao gel foram secas, cuidadosamente.
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- Foram depositadas 2 tiras de papel para as solucdes de eletrdlitos, uma
distante da outra, sobre uma placa de vidro, de forma que elas tivessem larguras
iguais as do gel.

- Uma das tiras foi umidificada com 4cido fosférico 1 M e depositada no
anodo (+)

- A outra tira foi umidificada com NaOH 1 M e depositada no cétodo (-)

- O gel foi pré-focalizado por 10 minutos em 15 a 16 Watts. A

amperagem foi limitada em 20mA e a voltagem em 1500Volts.

Preparagdo das amostras

- Foram utilizados hemolisados preparados com cloroférmio,
previamente armazenados a -20°C. Como essas amostras estavam guardadas por
um longo periodo de tempo, de 2 meses a 2 anos, foi verificada a formacio de
meta-hemoglobina. Para reduzir a meta-hemoglobina foram adicionados cerca de
15 mg de ditionito a cada 200 uL de hemolisado e passados em uma coluna G10
com 4gua MiliQ para separacdo da amostra sem meta-hemoglobina, a qual foi

estabilizada com mondxido de carbono.

Aplicagado:

- Foram depositados 3 puL. do hemolisado em papéis Whatman 3MM de
3X3 mm, com ajuda de micropipeta. Os papéis foram interligados um ao outro
por meio de fita adesiva para facilitar a aplicacdo no gel, deixando espagos entre
os papéis para evitar contaminagdo das amostras.

- O depésito foi feito perto de 1ecm do catodo.

Migracdo:

- Foi aplicada uma corrente constante de 16 Watts com limite de
voltagem em 1600 Volts e amperagem maxima.

- A migracdo durou em torno de 1 hora, até que as fragdes

apresentassem separacdo consideravelmente boa.
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Fixagdo:

- O gel foi colocado em um recipiente fundo e coberto com solucio de
acido tricloroacético a 20% por 10 minutos.

- O excesso de dcido tricloroacético foi retirado e o gel foi lavado com
dgua MiliQ em abundéncia. Posteriormente, foi colocado sobre uma folha de
papel Whatman 3MM onde permaneceu a temperatura ambiente até secar

totalmente.

Interpretagdo
- Foram utilizados padroes com Hb AA, Hb AS e Hb AC para

comparacio da posi¢ao das diferentes fracdes de Hb.

3.2.12 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
(INSTRUCTION MANUAL OF BIO-RAD, 1999)

Principio:

O equipamento utilizado foi o VARIANT da BIO-RAD com Kit de
andlise Beta Talassemia Heterozigota. A HPLC neste equipamento consiste da
cromatografia de troca idnica em um sistema fechado, no qual duas bombas de
émbolo duplo e uma mistura de tampdes de diluicdo, com controles de gradientes
pré-programados, passam pela coluna detectando as alteracdes de absorbancia a
415 nm. O filtro secunddrio de 690 nm corrige a linha de base para efeitos
provocados pela mistura de tampdes com forcas idnicas diferentes (Eastman et al.,
1996). As mudancas na absorbdncia sdo monitoradas e exibidas como um
cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de andlise provenientes do
detector sdo processados por um integrador embutido e impressos no relatdrio da
amostra de acordo com o tempo de retencdo. O tempo de retencdo é o tempo
transcorrido entre a inje¢cdo da amostra até o dpice do pico da Hb. Cada Hb tem
um tempo de retengdo caracteristico. No final da andlise da amostra, uma cépia do

cromatograma e os dados do relatério sdo automaticamente impressos.
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Procedimento:

Para Kit Beta Talassemia Heterozigota:

Em um tubo, foram misturados 5 pL de sangue total com 1,0 mL de
solu¢c@o hemolisante fornecida no kit de andlise.

Ap6s a hemdlise total, as amostras foram acondicionadas nos recipientes
adequados e alojadas no equipamento para realizacdo dos procedimentos de

leitura das amostras pré-programados.

Interpretacdo:

A quantificacdo das diferentes fragcdes de Hb em uma amostra foi realizada
a partir dos valores de porcentagem e tempo de retencdo comparados com os
valores de calibracdo especificos fornecidos pelo fabricante e emitidos em modelo
préprio que incluiu valores numéricos e perfil cromatografico. Aos valores de Hb
AQ obtidos pela HPLC foram incluidas as subfragdes de Hb A glicosilada e Hb A
acetilada, denominadas P2 e P3 respectivamente, pelo aparelho. Os valores de Hb
A2 considerados normais foram de 2,0 a 3,5% e os de Hb F até 1,3%, previamente

estabelecidos e fornecidos pelo fabricante.

3.2.13 Analise molecular

Para a anélise molecular, realizada como suporte ao diagndstico cléssico,
o DNA foi obtido dos glébulos brancos pelo método de extragdo fendlica (PENA
et al., 1991), seguida de amplificacdo dos segmentos especificos para Hb D-Los
Angeles e Hb Hasharon e digestdo enzimdtica, para verificacdo dos

polimorfismos de tamanhos de fragmentos (CHINELATO-FERNANDES, 2003).

3.3 Analises estatisticas

Nas andlises dos valores de Hb, obtidos por HPLC, nas amostras com Hb
normais e Hb S foram utilizados testes estatisticos descritivos e inferenciais. A
estatistica descritiva dos grupos, considerando todos os valores de Hb em
conjunto, foi realizada pela andlise can6nica multivariada (MANOVA-CVA).

Esse teste produz uma representacdo das amostras de cada grupo em um grafico
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sobre dois eixos, permitindo uma andlise exploratéria (REIS et al., 1990).
Também foi aplicada uma ferramenta datamining de visualizacdo 3D (FastMap)
para deteccdo de padrdes de comportamento dos diferentes fenétipos (TRONCO;
VALENCIO, 2003).

Para as andlises inferenciais, os dados foram testados quanto a
normalidade e homocedasticidade. Quando as condi¢cdes de normalidade e
homocedasticidade foram satisfeitas aplicaram-se os testes paramétricos,
ANOVA-complementada por Tukey, para comparar trés ou mais grupos e Teste t
para dois grupos. Quando os dados foram ndo paramétricos, mesmo apOs
transformacdo dos valores, foram utilizados os testes ndo paramétricos de
Kruskal-Wallis complementada por Dunn para comparar trés ou mais grupos e
Mann-Whitney para dois grupos (ZAR, 1999).

Nas andlises das Hb “S-like” foram aplicados os testes estatisticos
descritivos e inferenciais, segundo as condicdes ja descritas. Foram comparados
os valores de Hb e o tempo de retengdo, obtidos pela HPLC, entre as diferentes
suspeitas fenotipicas. Nao foi realizada a andlise multivariada, nem aplicada a
ferramenta datamining de visualizacdo 3D devido ao pequeno nimero de amostra

em cada conjunto amostral.
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4 Resultados

4.1 Valores referenciais de Hb por HPL.C

Foram analisadas 751 amostras de sangue para estabelecimento dos
valores referenciais de Hb, para adultos normais e portadores de Hb S.
Encontraram-se 482 amostras com fenétipo AA, 136 AS, 106 ASH, 18 SS e nove
SC. O grupo de individuos normais foi utilizado como controle para o
estabelecimento dos valores de normalidade. Todas as amostras com Hb S
apresentaram eluicdo da Hb variante na janela pré-estabelecida de Hb S com
tempo de reten¢dao médio de 4,57 min (+0,028 min, variando de 4,51 a 4,63).

No grupo AA, a média de Hb A observada foi igual a 96,54% (£0,64%,
variando de 95,0 a 98,0); Hb A2 igual a 2,82% (+0,27%, variando de 2,2 a 3,5) e
Hb F igual a 0,34% (+0,31%, variando de 0,0 a 1,0), estando todos os valores
dentro da faixa esperada.

Para o grupo AS a média de Hb A foi igual a 56,57% (£2,73%, variando
de 51,7 a 67,7); Hb A2 igual a 4,30% (10,44 %, variando de 2,9 a 5,2), Hb F igual
a 0,50% (£0,34%, variando de 0,0 a 1,3) e Hb S de 38,54% (+3,01%, variando de
27,2a434).

No grupo ASH, a média de Hb A foi de 58,81% (* 3,75%, variando de
52,1 a 68,0); Hb A2 igual a 4,18% (+0,42%, variando de 2,8 a 5,2); Hb F igual a
0,53% (+0,36%, variando de 0,0 a 1,3) e Hb S igual a 36,54% (3,76%, variando
de 26,6 a 43,0).

Nos homozigotos SS a média de Hb A2 foi igual a 3,90% (£1,14%,
variando de 0,8 a 5,6); Hb F igual a 15,75% (* 5,27%, variando de 7,2 a 23,1) e
Hb S igual a 75,13% (£ 4,73%, variando de 69,3 a 84,8).

Nos duplos heterozigotos SC, a média de Hb A2 foi igual a 4,39%
(£0,59%, variando de 3,8 a 5,7); Hb F igual a 1,70% (*1,72%, variando de 0,4 a
5,5%); Hb S igual a 45,65% (= 1,05%, variando de 43,8 a 47,1) e Hb C igual a
46,71% (£1,35%, variando de 44,8 a 48,2). Os valores obtidos foram agrupados

na Tabela 1 para melhor visualiza¢do dos dados.
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Tabela 1: Valores percentuais médios das fragdes de Hb, obtidos por HPLC, no

grupo controle e grupos com Hb S.

Meédia tDesvio padrido (%)

Minimo-Maéaximo (%)

Fenotipos AA AS ASH SS SC
Hb A 96,47 0,77 56,57 £2,73 58,81 £3,75 _ _
93,8-98,2 51,7-67,7- 52,1-68,0 - —
Hb A2 2,81 +0,31 4,30+0,44 4,18 +0,42 390+1,14  4,39+0,35
2,0-3,5 2,9-5,2 2,8-5,2 0,8-5,6 3,8-5,7
Hb F 0,37 0,35 0,50+0,34  0,53+0,36  15,75%£5,27 1,70 1,72
0,0-1,3 0,0-1,3 0,0-1,3 7,2-23,1 0,4-5,5
HbS _ 38,54 3,01 36,54 +3,76 75,13 +4,73 45,65 +1,05

- 27,2-43.4 26,6-43,0 69,3-84.8 43,8-47,1

A avaliacdo exploratéria dos valores referenciais utilizando a andlise
MANOVA-CVA mostrou quatro grupos distintos, com Hb AA, com Hb S em
heterozigose (AS e ASH), com Hb S em homozigose e com Hb S associada a Hb
C, estando diametralmente opostos em um plano bidimensional. A Figura 4 ilustra
essa distribuicdo. As homozigoses AA e SS localizaram-se em extremos opostos
enquanto que as heterozigoses, AS e ASH, apresentaram distribuicdo
intermedidria, entre os dois pontos de homozigotos e com sobreposicdo de
valores, evidenciando uma similaridade entre si. Os pardmetros de andlise para
este procedimento incluiram as fragées de Hb A, Hb A2, Hb F e Hb S. Quando se
efetuou a observagdo desses grupos em sistema datamining, a imagem gerada,
ilustrada na Figura 5, mostrou-se similar as obtidas por MANOVA-CVA, porém,
foi possivel visualizar uma disposi¢do intermedidria do grupo SC entre os

heterozigotos AS e ASH e o grupo SS.
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Figura 4: Representacdo da andlise multivariada candnica dos grupos AA

(vermelho), AS (azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto) considerando valores
de HbA, HbA2, HbF e HbS no espaco das varidveis candnicas.
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Figura 5: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AA (vermelho), AS
(azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto), incluindo todos os valores

percentuais de Hb.

As andlises estatisticas demonstraram que todos 0s grupos com presenca
de Hb S apresentaram diferenca significativa nos valores médios de Hb A, Hb A2
e Hb F quando comparados com o grupo AA (p<0,05), além da fracdo
correspondente a Hb S, variante determinante do fenétipo.

Entre os grupos AS e ASH ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na comparagdo das quantidades de Hb A, Hb A2 e Hb F, justificando
assim, a sobreposicdo dos grupos na andlise exploratéria. Nessa comparacao,
apenas a quantidade de Hb S diferiu estatisticamente, sendo maior no grupo AS
(p<0,05).

Também foram calculadas as razdes entre Hb A e Hb S para tracar o perfil
das médias dessas Hb. No grupo AS, a razio média encontrada foi igual a 1,48
(20,20, variando de 1,2 a 2,4) a qual foi semelhante a razdo de 1,4 0,2

encontrada por Roa; Turner; Aguinaga, 1995, em populagio afro-americana adulta
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com Hb S. No grupo ASH a razdo igual 1,64 (+0,30, variando de 1,2 a 2,6) foi
estatisticamente diferente (p<0,01) da razdo do grupo AS.

A andlise pelo FastMap utilizando apenas os valores de Hb A, apresentada
na Figura 6, mostrou trés grupos dispostos linearmente, com AA em uma das
extremidades, com valores estatisticamente diferentes dos demais, um grupo
intermedidrio com AS e ASH com disposic¢do paralela e um grupo com SS e SC
na extremidade oposta ao grupo AA. Os valores de Hb A entre AS e ASH ndo

apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 6: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AA (vermelho), AS
(azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto), incluindo os valores percentuais de

Hb A.

A andlise dos valores de Hb S apresentou disposi¢ido semelhante a dos
valores de Hb A, no entanto, o grupo SC apresentou-se paralelamente disposto aos
grupos AS e ASH, como visualizado na Figura 7. Os valores de Hb S nos grupos

AS, ASH e SC diferiram estatisticamente (p<0,05), embora tenham ocupado uma
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mesma disposicdo espacial. Desta forma, ndo foi possivel inferir com precisdo as
similaridades entre os grupos apenas pelo padrdo de comportamento dos dados

gerados pelo FastMap.
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Figura 7: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AA (vermelho), AS
(azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto), incluindo os valores percentuais de

Hb S.

A andlise dos valores de Hb A2, utilizando o FastMap e apresentada na
Figura 8 A, mostrou trés grupos, o mais externo AA, AS e ASH com distribuicio
proxima e intermedidria e o grupo com SS e SC com valores distantes dos demais.
No entanto, com a rotagdo da imagem, visualizada na Figura 8 B, os grupos com
Hb S apresentaram-se dispostos paralelamente e AA continuou como um grupo
externo ao plano central. Foi verificado que, nos grupos com Hb S, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os valores de Hb A2, os quais foram
superiores aos esperados para a faixa de normalidade e diferentes do grupo

utilizado como controle, justificando a disposi¢édo espacial dos grupos.
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Para os valores de Hb F, ilustrados na Figura 9, foram observados os
grupos AA, AS, ASH e SC dispostos paralelamente e o SS em disposi¢cdo mais
externa no plano, devido principalmente, aos valores de Hb F mais elevados. Os
valores de Hb F de todos os grupos com Hb S apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparados aos do grupo AA (p<0,05), e
com valores médios maiores que a média normal. Os valores do grupo SS foram
maiores que todos os outros grupos e os dos grupos AS, ASH e SC nio diferiram

entre si.

Figura 8: (A) Imagem, dos valores de Hb A2, inicialmente obtida pelo FastMap
para os grupos AA (vermelho), AS (azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto),

incluindo os valores percentuais de Hb A2; (B) Imagem com rotac@o.
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Figura 9: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AA (vermelho), AS
(azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto), incluindo os valores percentuais de

Hb F.

4.2 Identificacao das Hb “S-like”

No periodo de marco de 2003 a mar¢o de 2005 foram encontradas 130
amostras de sangue com Hb variantes que apresentaram perfil de migracao
eletroforética semelhante ao da Hb S em pH alcalino sendo denominadas Hb “S-
like”. Estas amostras foram enviadas ao LHGDH por laboratérios de diferentes
estados brasileiros para a realizagdo dos testes de triagem para hemoglobinopatias.
A Figura 10 ilustra a distribuicdo percentual das amostras com Hb “S-like” de

cada estado, com destaque para SP com 42% e RS com 26%.
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Figura 10: Valores percentuais de amostras enviadas ao LHGDH provenientes de

diferentes localidades agrupadas por estados brasileiros.

Nos testes de triagem para hemoglobinopatias foi verificado que 7,7% das
amostras com Hb “S-like” apresentaram resultado positivo para resisténcia
globular osmética em solucdo de NaCl a 0,36% (RO); 32,3% apresentaram
alteracdes leves (N/+) na andlise da morfologia eritrocitdria; 46,9% alteracdes
discretas (+); 14,6% alteracdes de discretas a moderadas (+/++) e 6,2% alteracoes
moderadas (++). Na eletroforese em pH alcalino, todas as amostras apresentaram
padrdo de migracdo semelhante ao da Hb S e, na eletroforese em pH 4cido, as Hb
variantes apresentaram padroes de migracdo diversos, sendo que 42,3%
apresentaram padrdo semelhante ao da Hb A. Na eletroforese em pH neutro,
52,3% amostras apresentaram Hb H, das quais 32,3% foram confirmadas na
pesquisa de agregados de Hb H com ACB. Foram considerados possiveis
portadores de alfa talassemia os que apresentaram resultados positivos em ambos
os testes.

As amostras foram submetidas as eletroforeses de cadeias polipeptidicas
em pH alcalino e pH 4cido para definicdo da globina alterada. Os perfis de
migracdo das cadeias variantes foram comparados aos dos mapas encontrados na

literatura na tentativa de auxiliar a identificacdo da provédvel Hb variante. Em pH
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dcido, a maioria dos mutantes ndo apresentou separacdo além das globinas
normais (ot BA), sendo possivel detectar as cadeias gama alanina e gama glicina
nas amostras que apresentaram Hb F aumentada. Em pH alcalino, foi possivel
separar a cadeia globinica alterada em todas as amostras. Foram encontrados
46,0% mutantes de cadeia beta, 42,0% de cadeia alfa e 12,0% fusdes de cadeia
delta/beta.

Devido a dificuldade de identificagdo das Hb “S-like” apenas com os
resultados dos métodos eletroforéticos descritos anteriormente, foi realizada a
focalizacdo isoelétrica em placa de acrilamida. No entanto, ndo foi possivel a
diferenciacdo das Hb variantes encontradas, pois as Hb “S-like” possuem padrio
de migracio muito préximo. Um problema adicional foi observado com a
degradacdo das amostras armazenadas, com formacdo de subfracdes de
metahemoglobina.

Os perfis cromatograficos das Hb “S-like” ndo foram compativeis com o0s
observados para a Hb S. Foram analisados o tempo de retencdo, o valor percentual
da Hb variante e o perfil do cromatograma de cada uma das amostras,
comparando-os com os dados fornecidos pelo manual de instru¢do do fabricante
da HPLC e dados da literatura, para se chegar a uma suspeita fenotipica. Apés a
identificacdo da provavel Hb variante, foram analisados os valores percentuais das
fracdes de Hb para cada suspeita de cadeia mutante.

Em cada suspeita foram separados quatro grupos: portador da Hb variante
com Hb F dentro dos valores de normalidade; Hb variante associada a alfa
talassemia e Hb F dentro da normalidade; Hb variante com valor de Hb F
aumentado; Hb variante associada a alfa talassemia e Hb F aumentada. Em muitas
amostras o perfil de Hb observado nio era compativel com a idade informada e,
em outras, as amostras foram enviadas sem essa informacao, por isso, as amostras
foram separadas segundo os valores de Hb F. A separacdo das Hb variantes com
associacdo de alfa talassemia foi realizada para averiguar possiveis diferencas nos
valores de Hb.

Apds a associagdo dos resultados obtidos pelas andlises eletroforéticas e

cromatogréficas foi possivel chegar a uma suspeita fenotipica em 78,0% das
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amostras avaliadas. Foram encontrados 21,5% do total de amostras com suspeita
de Hb Hasharon, 18,5% de Hb D-Los Angeles, 12,3% de Hb Korle-Bu, 11,7% de
Hb Lepore, 7,0% de Hb D-Iran, 2,3% de Hb tipo G, 2,3% de Hb Queens, 0,7% de
Hb Montgomery e 0,7% de Hb Q-india. Também foram encontrados 1,5% de
casos de associacdo entre dois mutantes de cadeia beta, um com Hb D Los-
Angeles associada a Hb S e um com Hb D Los-Angeles associada a Hb Korle-Bu.
Nos demais 21,5%, ndo foi possivel identificar a suspeita fenotipica. Na Figura 11

foi ilustrado o ndmero de amostras por suspeita fenotipica.
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Figura 11: Nimero de amostras e valor percentual para cada suspeita fenotipica

identificada pelos métodos cladssicos de anadlise.

4.3 Perfil eletroforético e cromatografico das Hb “S-like”

As diferentes Hb variantes foram agrupadas segundo a cadeia globinica
alterada identificada por procedimentos eletroforéticos em pH alcalino e pH acido.
Nas Tabelas 2, 3 e 4, em anexo, foram relacionados os resultados da triagem de
hemoglobinopatias para os mutantes de cadeia beta, alfa e com fusdo das cadeias

delta/beta, respectivamente. As Tabelas 5, 6 e 7, em anexo, mostram os valores de
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Hb obtidos pela HPLC das amostras com suspeita fenotipica de mutantes de

cadeia beta, alfa e fusdo das cadeias delta/ beta, respectivamente.

4.3.1 Mutantes de globina beta

As Hb D-Los Angeles, Hb Korle-Bu e Hb D-Iran apresentaram o mesmo
padrdo eletroforético nos diferentes pH, migrando na posi¢do da Hb S em pH
alcalino e na posi¢cdo da Hb A em pH 4cido como pode ser visualizado nas Figuras
12 A, B; 13 A, B e 14 A, B. Também nao foi possivel diferencid-las pelas
mobilidades eletroforéticas das globinas, pois apresentaram o mesmo perfil de
migracdo em pH alcalino, como pode ser visualizado nas Figuras 12 C; 13 Ce 14
C. Em pH 4cido, ndo ocorreu separacdo das cadeias polipeptidicas variantes,
conforme ilustrado em 12 D; 13 D e 14 D, respectivamente.

Na andlise cromatogréfica, tanto a Hb D-Los Angeles quanto a Hb Korle-
Bu apresentaram eluicdo na janela pré-estabelecida como Hb D no Sistema
VARIANT (Figuras 12 E, F e 13 E, F). No entanto, verificou-se que o tempo de
retencdo médio diferiu entre essas duas variantes, sendo que o tempo médio da Hb
D-Los Angeles foi maior que o da Hb Korle-Bu, com diferenca estatisticamente
significativa (p<0,001). Também se observou que todas as amostras com Hb
Korle-Bu apresentaram desvio na linha de base e o valor de Hb A2 foi igual a
zero. A Hb D-Iran apresentou um tempo de retencdo menor que os das Hb D-Los
Angeles e Hb Korle-Bu, com diferenca estatisticamente significativa (p<0,001),
com co-eluicdo na janela da Hb A2. Os cromatogramas da Hb D-Iran podem ser
visualizados na Figura 14 E, F.

Todas as amostras com eluicdo na janela de Hb D foram analisadas
molecularmente para confirmar ou ndo a presenca da Hb D-Los Angeles.
Confirmou-se a presenga de Hb D-Los Angeles em heterozigose em 24 do total de
amostras. As 16 demais, com desvio na linha de base apresentaram resultados
negativos para a Hb D-Los Angeles. Nos dois casos de associa¢do entre mutantes
de cadeia beta, também foi confirmada a presenca de Hb D-Los Angeles em

heterozigose.
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Figura 12: Perfil eletroforético e cromatogrifico da Hb D-Los Angeles em
heterozigose - (A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrdao Hb AS, 2. Hb AD-Los
Angeles; (B) Eletroforese pH 4acido, amostras 1. padrdo Hb AS, 2. 3. e 4. Hb AD-
Los Angeles; (C) Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrao Hb AS, 2. Hb
AD-Los Angeles; (D) Eletroforese de cadeias, pH acido; 1. padrdo Hb AC, 2. Hb
AD-Los Angeles; (E) e (F) Cromatogramas obtidos no Sistema VARIANT (Bio-

Rad) para as amostras com perfil heterozigoto para Hb D-Los Angeles; (F)

Amostra com Hb F aumentada. As setas indicam a fragdo variante.
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Figura 13: Perfil
heterozigose - (A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrdo Hb AS, 2. Hb AD-Los
Angeles, 3. Hb Akorle-Bu; (B) Eletroforese pH acido, amostras 1. padrdo Hb AS,
2. Hb AKorle-Bu; (C) Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrao Hb AS, 2.
Hb AD-Los Angeles, 3. Hb AKorle-Bu; (D) Eletroforese de cadeias, pH acido; 1.
padrio Hb AC, 2. Hb AD-Los Angeles, 3. Hb AKorle-Bu; (E) e (F)
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eletroforético e cromatografico da Hb Korle-Bu em

Cromatogramas obtidos no Sistema VARIANT (Bio-Rad) para as amostras com

perfil heterozigoto para Hb Korle-Bu; (F) Amostra com Hb F aumentada. As setas

indicam a fragdo variante.
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Figura 14: Perfil eletroforético e cromatografico da Hb D-Iran em heterozigose -
(A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrao Hb AS, 2. Hb AD-Iran, 3. Hb FD-Iran; (B)
Eletroforese pH 4cido, amostras 1. padrdo Hb AS, 2. Hb FD-Iran, 3. Hb AD-Iran;
(C) Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrdo Hb AS, 2. Hb FD-Iran, 3. Hb
AD-Iran; (D) Eletroforese de cadeias, pH 4cido; 1. padrao Hb AC, 2. Hb AA, 3.
Hb AD-Iran, 4. Hb FD-Iran; (E) e (F) Cromatogramas obtidos no Sistema
VARIANT (Bio-Rad) para as amostras com perfil heterozigoto para Hb D-Iran;

(F) Amostra com Hb F aumentada. As setas indicam a fracdo variante.
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Nos portadores de Hb D-Los Angeles, cujos valores percentuais médios de
Hb estdo apresentados na Tabela 8, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os valores médios de Hb A nos grupos analisados. Ja o valor
médio de Hb F igual a 5,37% £3,52% do grupo classificado como “com Hb F
acima dos valores de normalidade”, diferiu dos demais (p<0,05). Os valores
médios da fracdo de Hb variante no grupo “AD-Los Angeles” e “AD-Los Angeles
associada a alfa talassemia”, ndo diferiram estatisticamente. Apenas a média do
grupo AD-Los Angeles com Hb F aumentada foi menor, com diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05).

Tabela 8: Valores percentuais médios das fracdes de Hb, obtidos por HPLC, nos

grupos com Hb D Los Angeles em heterozigose.

Média tDesvio padrdo (%)

Minimo-Maéaximo (%)

Fendtipos AD-Los Angeles AD-Los Angeles AD-Los Angeles AD-Los Angeles

associada a alfa com Hb F associada a alfa
talassemia aumentada talassemia e Hb F
aumentada

N=15 N=4 N=4 N=1

Hb A 60,23 £3,12 58,90 +5,05 61,27 3,56 494
56,8-66,2 54,3-66,1 57,3-64,8 -

Hb A2 1,12 £0,25 1,22 10,26 1,10 £0,52 0,0
0,8-1,6 1,0-1,6 0,8-1,7 -

Hb F 0,53 +0,34 0,35 +0,25 5,37 £3,52 13,1
0,0-1,3 0,0-0,6 1,6-8,8 —

Hb D- 36,85 £1,87 37,17 £3,74 31,57 13,56 37,5
Los 33,3-39,6 32,4-41,5 26,5-34,8 -

Angeles

N= ndmero de amostras

O tempo de reten¢do médio para a fragdo da Hb D Los-Angeles foi igual a

4,24 min (20,05 min, variando de 4,14 a 4,32). Para calcular a média percentual
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de Hb A2 foram desconsideradas sete amostras que apresentaram o cromatograma
com desvio na linha de base e os valores de Hb A2 iguais a zero. Estes
cromatogramas apresentaram um perfil semelhante ao da Hb Korle-Bu, no
entanto, os tempos de retencdo que variaram entre 4,14 min e 4,28 min sugeriram
Hb D-Los Angeles. Somente pela andlise molecular, foi possivel confirmar a
presenca da Hb D-Los Angeles em heterozigose nestas amostras. Todos os valores
de Hb A2 encontrados apresentaram-se abaixo dos valores de normalidade, nio
diferindo entre os grupos.

O resultados eletroforéticos obtidos na interagcdo entre Hb D-Los Angeles e
Hb S estdo apresentados na Figura 15 A, 15 B, 15 C e 15 D, e a andlise
cromatogréfica observada na Figura 15 E. Foram encontradas as Hb F com valor
percentual igual a 2,4%, Hb S igual a 47,9% com tempo de retenc@o de 4,53 min e
a Hb variante com 42,6%, eluida na janela de Hb D, com tempo de reten¢do igual
a 4,22 min. O cromatograma apresentou desvio na linha de base e valor de Hb A2
foi igual a zero.

O resultados eletroforéticos obtidos na interagao entre Hb D-Los Angeles e
Hb Korle-Bu estio apresentados na Figura 16 A, 16 B, 16 C e 16 D. Na andlise
cromatogréfica foi observada a Hb F igual a 1,1% e a Hb variante igual a 84,1%
eluindo na janela de Hb D com tempo de retencdo de 4,27 min. O cromatograma,
apresentado na Figura 16 E, apresentou desvio na linha de base e valor de Hb A2
igual a zero. Como as duas Hb variantes apresentaram o mesmo perfil
eletroforético e cromatografico a identificagdo dos mutantes foi realizada por

analise molecular.
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Figura 15: Perfil eletroforético e cromatografico da interagdo entre Hb D-Los
Angeles e Hb S - (A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrao Hb AS, 2. Hb FAS e 3.
Interacdo entre Hb D-Los Angeles e Hb S; (B) Eletroforese pH 4acido, amostras 1.
Interacdo entre Hb D-Los Angeles e Hb S, 2. Hb AHasharon e 3. Hb AS; (C)
Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrdo Hb AS, 2. Hb mutante de cadeia
beta e 3. Interagcdo entre Hb D-Los Angeles e Hb S; (D) Eletroforese de cadeias,
pH 4cido; 1. Hb AA, 2. Hb AF, 3. Interagdo entre Hb D Los Angeles e Hb S; (E)
Cromatograma obtido no Sistema VARIANT (Bio-Rad) para a amostra com

interacdo entre Hb D-los Angeles e Hb S.
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Figura 16: Perfil eletroforético e cromatografico da interacdo entre Hb D-Los
Angeles e Hb Korle-Bu - (A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrdao Hb AS, 2. Hb
AA e 3. Interacio entre Hb D-Los Angeles e Hb-Korle Bu; (B) Eletroforese pH

dcido, amostras 1. Hb AS, 2. Interacdo entre Hb D-Los Angeles e Hb Korle-Bu;

(C) Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrdao Hb AS, 2. Interacdo entre Hb

D-Los Angeles e Hb S; (D) Eletroforese de cadeias, pH 4cido; 1. Interag@o entre
Hb D-Los Angeles e Hb Korle-Bu, 2. Hb AA, 3. Hb AC; (E) Cromatograma

obtido no Sistema VARIANT (Bio-Rad) para a amostra com interacdo entre Hb

D-Los Angeles e Hb Korle-Bu.
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Os valores percentuais médios de Hb dos portadores de Hb Korle-Bu
foram apresentados na Tabela 9. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os valores médios de Hb A nos grupos apresentados. O valor
médio de Hb F igual a 26,10% £30,92% no grupo “com Hb F acima dos valores
de normalidade” diferiu dos demais (p<0,05). Os valores médios da fracdo de Hb
variante do grupo “AKorle-Bu” e “AKorle-Bu associada a alfa talassemia”
também nao diferiram estatisticamente, apenas a média de 28,0% =*5,27% do
grupo AKorle-Bu com Hb F aumentada foi menor, com diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).

O tempo de retencdo médio para a Hb variante foi igual a 4,05 min (£0,08
min, variando de 3,92 a 4,20) com eluicdo na janela de Hb D. Os cromatogramas
de todas as amostras apresentaram desvio na linha de base e valores de Hb A2
iguais a zero. Trés amostras apresentaram tempos de retencdo iguais a 4,15 min,
4,16 min e 4,20 min, valores entre 0 minimo ¢ mdximo da Hb D-Los Angeles.
Embora na maioria dos casos o tempo de retencdo da Hb Korle-Bu tenha sido
menor que o valor minimo da Hb D-Los Angeles, houve uma sobreposi¢do nos
tempos de retencdo entre 4,14 min e 4,20 min.

Os valores percentuais médios de Hb dos portadores de Hb D-Iran foram
representados na Tabela 10. Ndo foi possivel analisar estatisticamente as
diferencas entre os valores devido ao pequeno nimero de amostras em cada
grupo. Também ndo foi possivel quantificar a Hb A2 porque a Hb D-Iran, com
tempo de retencdo médio igual a 3,80 min (0,06 min, variando de 3,70 a 3,86),

co-elui na janela da Hb A2.
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Tabela 9: Valores percentuais médios das fracdes de Hb, obtidos por HPLC, nos

grupos com Hb Korle-Bu em heterozigose.

Meédia tDesvio padrido (%)

Minimo-Maéaximo (%)

Fendtipos AKorle-Bu AKorle-Bu AKorle-Bu com AKorle-Bu
associada a alfa ~ Hb Faumentada  associada a alfa
talassemia talassemia e Hb F
aumentada
N=6 N=4 N=4 N=2
Hb A 53,88 6,15 55,32 2,06 43,00 £24,85 50,15 £10,68
43,1-59,6 54,0-58.,4 14,2-67,2 42,6-57,7
Hb A2 0,0 0,0 0,0 0,0
Hb F 0,78 £0,31 0,92 +0,62 26,10 £30,92 8,201+9,33
0,3-1,1 0,0-1,3 1,6-66,1 1,6-14,8
Hb Korle- 41,62 £3,48 40,65 +1,98 28,00 £5,27 33,30 £6,08
Bu 38,1-47,5 37,9-42,2 13,4-38.4 29,0-37,6

N= ndmero de amostras
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Tabela 10: Valores percentuais médios das fracdes de Hb, obtidos por HPLC, nos

grupos com Hb D Iran em heterozigose.

Meédia tDesvio padrido (%)

Minimo-Maéaximo (%)

Fenétipos AD-Iran AD-Iran AD-Iran com Hb AD-Iran
associada a alfa F aumentada associada a alfa
talassemia talassemia e Hb F
aumentada
N=4 N=2 =1 N=2
Hb A 51,52 £2,09 50,80 £1,98 14,10 32,7 35,50
48,7-53,5 49,4-52,2 - 7,6-57,8
Hb A2 _ _ _ _
Hb F 0,87 £0,15 0,45 £0,07 64,50 39,95 53,67
0,8-1,1 0,40-0,50 - 2,0-77,9
Hb D-Iran 45,12 44,16 48,00 £2,83 17,00 27,45 £23,97
39,2-48,4 46,0-50,0 — 10,5-44,4

N= nimero de amostras

Nas amostras com Hb variante mutante de cadeia beta, ndo foi possivel

identificar uma suspeita fenotipica em 15%

delas.

Essas amostras que

apresentaram perfis eletroforéticos e cromatograficos diferentes dos conhecidos

deverdo passar por sequenciamento do DNA, posteriormente.
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4.3.2 Mutantes de globina alfa

A Hb Hasharon, em pH alcalino, apresentou padrdo de migracdo na
posi¢do da Hb S em 78,6% das amostras e em 21,4%, a migragdo foi proxima a
posicdo da Hb S, sendo estas amostras de recém-nascidos. Em pH 4cido observou-
se uma fracdo na posi¢do da Hb S, podendo a banda estar difusa. As eletroforeses
em pH alcalino e pH 4cido estdo apresentadas na Figura 17 A e B,
respectivamente. A cadeia globinica alterada foi visualizada nas eletroforeses
tanto em pH alcalino quanto em pH 4dcido como uma fragdo abaixo da cadeia alfa
normal, como visualizado na Figura 17 C e D.

Os valores percentuais médios da fracdo variante nos portadores de Hb
Hasharon, obtidos pela HPLC, estdo destacados na Tabela 11. Foi possivel
distinguir dois grupos distintos sendo um formado por adultos com Hb F até 1,4%
e o outro formado por recém-nascidos com Hb F acima de 43,1%. Cada grupo foi
subdividido em portadores de Hb variantes sem associacdo de alfa talassemia e
com associagdo de alfa talassemia para investigar possiveis diferencgas entre os
valores de Hb, no entanto, os grupos nio diferiram estatisticamente em nenhum
valor de Hb. Os grupos com Hb F aumentada apresentaram valores de Hb A2
acima de 13,6% com valores percentuais médios estatisticamente maiores que 0s
dos grupos com Hb F dentro dos valores de normalidade e os valores de Hb A e
Hb variante menores (p<0,05). O tempo médio de retencdo da Hb Hasharon foi
igual a 4,82 min (£0,02 min, variando de 4,79 a 4,85), com perfil de pico em

agulha e elui¢do em janela desconhecida, como visualizado na Figura 17 Ee F.
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Figura 17: Perfil eletroforético e cromatogrifico da Hb Hasharon em
heterozigose - (A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrdo Hb AS, 2. Hb FHasharon,
3. Hb AHasharon; (B) Eletroforese pH acido, amostras 1. padrdo Hb AS, 2. Hb
FHasharon, 3. Hb AHasharon; (C) Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrio
Hb AS, 2. Hb FHasharon, 3. Hb AHasharon; (D) Eletroforese de cadeias, pH
acido; 1. padrao Hb AA, 2. Hb FHasharon, 3. Hb AHasharon. As setas indicam
cadeia alfa mutante; (E) e (F) Cromatogramas obtidos no Sistema VARIANT

(Bio-Rad) para as amostras com perfil heterozigoto para Hb Hasharon. (F)

Amostra com Hb F aumentada. As setas indicam a fragdo variante.
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Tabela 11: Valores percentuais médios das fracdes de Hb, obtidos por HPLC, nos

grupos com Hb Hasharon em heterozigose.

Meédia tDesvio padrido (%)

Minimo-Maéaximo (%)

Fendtipos AHasharon AHasharon AHasharon com AHasharon
associada a alfa Hb F aumentada associada a alfa
talassemia talassemia e Hb

F aumentada

N=11 N=8 N=3 N=6
Hb A 70,36 3,28 68,52 2,53 20,57 £6,95 18,43 4,72
67,0-77,1 64,1-71,5 13,6-27.5 12,3-24,2
Hb A2 2,0420,22 2,09 40,18 18,63 4,39 18,63 3,93
1,6-2,5 1,8-2,4 13,6-21,7 13,6-21,7
Hb F 0,44 0,26 0,60 £0,49 50,53 £3,30 48,60 4,10
0,0-0,9 0,0-1,4 47,8-54,2 43,1-52,7
Hb 25,79 £2,87 26,89 £2,41 6,20 £1,70 6,55 2,17
Hasharon  20,8-29,6 24,9-31,8 4,3-7,6 4,796

N= ndmero de amostras

Nas demais suspeitas fenotipicas dos mutantes de cadeia alfa, como as Hb
tipo G, Hb Queens, Hb Montgomery e Hb Q-India, ndo foi possivel agrupar os
valores das fracdes de Hb para o cédlculo dos valores percentuais médios, devido a
pouca quantidade de amostras para cada suspeita fenotipica e a variagdo dos
valores dentro de cada grupo. Foi calculada a média apenas para o valor do tempo
de retencdo.

Nas amostras com suspeita de Hb tipo G verificou-se a Hb variante
migrando na posicdo da Hb S tanto em pH alcalino quanto em pH 4cido (Figura
18 A e B). Na eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH alcalino, a cadeia
variante apresentou uma migracao eletroforética abaixo da cadeia alfa normal com
disposi¢do préxima a da Hb G-Philadelphia e Hb Hasharon, representada na
Figura 18 C. Na eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH 4cido, Figura 18 D,
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foi possivel visualizar uma fragdo difusa abaixo da cadeia alfa a qual ndo foi
possivel distinguir como a fracdo mutante.

O perfil cromatografico obtido foi semelhante ao sugerido pelo fabricante
para a Hb G-Philadelphia, como visualizado na Figura 18 E e F. No entanto, o
tempo de reteng@o foi maior e o perfil de migracdo da Hb variante em pH 4cido
diferente da Hb G-Philadelphia, que apresenta padrdo de migracdo na posicao da
Hb A. Portanto, como n@o houve uma concordancia entre os dados encontrados,
foi sugerido como suspeita fenotipica Hb tipo G.

Um dos individuos, possivel portador de Hb G associada a alfa talassemia,
apresentou Hb A igual a 72,7%, Hb A2 igual a 0,7% e Hb F igual a 0,2%. A Hb
variante com 26,2% eluiu em janela de Hb S com tempo de retencdo igual a 4,40
min. Seu filho apresentou Hb A igual a 47,2% e Hb F igual a 38,0%. A Hb
variante com 11,5% eluiu em janela de Hb D com tempo de retencdo igual a 4,28
min. O cromatograma apresentou desvio na linha de base e o valor de Hb A2 igual
a zero.

O terceiro individuo com Hb variante sugestiva de Hb G apresentou Hb A
igual a 33,3% e Hb F igual a 36,0%. A Hb variante com 13,5% eluiu em janela de
Hb S com tempo de reten¢do igual a 4,36 min. Seu cromatograma também
apresentou desvio na linha de base e o valor de Hb A2 igual a zero. A média do
tempo de retencdo encontrada para a Hb tipo G foi de 4,35 min (+0,06 min,

variando de 4,28 a 4,40).
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Figura 18: Perfil eletroforético e cromatografico da Hb tipo G em heterozigose -
(A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrao Hb AS, 2. Hb FG, 3. Hb AG; (B)
Eletroforese pH acido, amostras 1. padrdio Hb AS, 2. Hb AGF, 3. Hb AG; (C)
Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrao Hb AS, 2. Hb AGF, 3. Hb AG; (D)
Eletroforese de cadeias, pH 4cido; 1. padrao Hb AC, 2. Hb FG, 3. Hb AG; (E) e

(F) Cromatogramas obtidos no Sistema VARIANT (Bio-Rad) para as amostras

com perfil heterozigoto para Hb tipo G. (F) Amostra com Hb F aumentada. As

setas indicam a fracdo variante.
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As trés amostras sugestivas de Hb Queens apresentaram migracao
eletroforética na posicao de Hb S em pH alcalino e préxima a Hb S em pH 4cido
(Figura 19 A e B). Na eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH alcalino, a
cadeia mutante apresentou padrido de migracdo logo abaixo da cadeia alfa normal
e em pH 4cido, ndo ocorreu separagdo da cadeia variante (Figura 19 C e D).

Uma das amostras com Hb A igual a 79,0% e Hb F igual a 0,3 %
apresentou o valor de Hb A2 igual a 4,5% que estava acima da normalidade,
sugerindo a associagdo com beta talassemia. A Hb variante com 15,2% eluiu na
janela de Hb S com tempo de retencao igual a 4,57 min. A segunda amostra com
Hb A igual a 81,9% e Hb A2 igual a 3,4 % apresentou o valor de Hb F igual a
1,7% que estava acima da normalidade. A Hb variante com 13,0% eluiu na janela
de Hb S com tempo de retencdo igual a 4,66 min. A terceira amostra apresentou
Hb A igual a 80,6%, Hb A2 igual a 3,1% e Hb F igual a 0,3%. A Hb variante com
15,7% também eluiu na janela de Hb S com tempo de retengdo de 4,64. O valor
médio do tempo de retencdo para a Hb Queens foi de 4,62 min (£0,05 min,
variando de 4,57 a 4,66), com pico em forma de agulha, como visualizado na
Figura 19 E.

A provavel Hb Montgomery associada a alfa talassemia apresentou padrao
de migracdo entre a posicdo da Hb F e Hb S em pH alcalino e em pH 4cido,
préximo a Hb S (Figura 20 A e B). Na eletroforese de cadeias polipeptidicas em
pH alcalino, foi possivel distinguir a fracdo mutante de cadeia alfa abaixo da
cadeia alfa normal, a qual ndo apresentou separacdo em pH 4cido (Figura 20 C e
D). Na HPLC, os valores de Hb obtidos foram iguais a 84,6% de Hb A, 1,9% de
Hb A2, 0,6% de Hb F e 13,0% de fracdo mutante com eluicdo na janela de Hb S
com tempo de retencdo igual a 4,48 min, com pico em forma de agulha como

visualizado na Figura 20 E.
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Figura 19: Perfil eletroforético e cromatografico da Hb Queens em heterozigose -
(A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrao Hb AS, 2. Hb AQueens, 3. Hb AA; (B)
Eletroforese pH acido, amostras 1. e 2. padrio Hb AS, 3. Hb AQueens; (C)
Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrdo Hb AS, 2. Hb AA, 3. Hb AQueens;
(D) Eletroforese de cadeias, pH 4acido; 1. padrio Hb AC, 2. Hb Queens; (E)

Cromatograma obtido no Sistema VARIANT (Bio-Rad) para a amostra com perfil

heterozigoto para Hb Queens. As setas indicam a fracdo variante.
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Figura 20: Perfil eletroforético e cromatogrifico da Hb Montgomery em
heterozigose - (A) Eletroforese pH alcalino; 1. padraio Hb AS, 2. Hb
AMontgomery; (B) Eletroforese pH 4cido, amostras 1. padrdo Hb AS, 2. Hb AA,
3. Hb AMontgomery; (C) Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrdo Hb AS,
Hb
AMontgomery, 2. Hb AA e Hb F; (E) Cromatograma obtido no Sistema

2. Hb AMontgomery; (D) Eletroforese de cadeias, pH 4&cido; 1.
VARIANT (Bio-Rad) para a amostra com perfil heterozigoto para Hb

Montgomery. As setas indicam a fracio variante.
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Foi sugerido o fenétipo de Hb Q-india para uma das amostras com migracao
eletroforética na posicdo da Hb S em pH alcalino e, em pH 4cido com fracdo
difusa na posi¢do da Hb C (Figura 21 A e B). O perfil de migracdo em pH 4cido
ndo foi compativel com os mapas da literatura que apresentam a Hb Q-India com
migracdo na posicdo da Hb A. Na eletroforese de cadeias em pH alcalino, foi
possivel visualizar uma fracdo difusa abaixo da cadeia alfa normal, a qual ndo
pode ser distinguida com precisdo como fracio mutante, como visualizado na
Figura 21 C. Na andlise cromatografica foi possivel observar a fracdo mutante de
15,0% que eluiu em janela desconhecida com tempo de retengdo de 4,72 min.
Esse cromatograma, apresentado na Figura 21 D, foi muito semelhante ao
apresentado pelo fabricante sendo o tempo de retengio idéntico ao da Hb Q-India,
sugerindo a presenca desta Hb variante.

Em 35,0% das amostras com Hb variante, mutantes de cadeia alfa, ndo foi
possivel identificar uma suspeita fenotipica. Essas amostras que apresentaram
perfis eletroforéticos e cromatograficos diversos, com resultados ndo compativeis
com uma suspeita fenotipica, terdo a Hb variante identificada por sequenciamento

do DNA.
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P2 4.7 1.32 94456
P3 5.5 1.66 119298
Ao 71.8  2.52 1427866
A2 2.7 3.62 46675
Unknown 1 15.8 4.72 298321
TOTAL AREA 1981777
F 8.2% A2 2.7%
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Figura 21: Perfil eletroforético e cromatografico da Hb Q-India em heterozigose -
(A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrdo Hb AS, 2. Hb AQ—fndia; (B) Eletroforese
pH 4cido, amostras 1. padrao Hb AS, 2. Hb AQ—india, 3. Hb AA; (C) Eletroforese
de cadeias, pH alcalino; 1. Hb AA, 2. Hb AQ-India, 3. padrio Hb AS; (D)
Cromatograma obtido no Sistema VARIANT (Bio-Rad) para a amostra com perfil

heterozigoto para Hb Q-India. As setas indicam a fracdo variante.
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4.3.3 Mutantes com fusdo das cadeias delta e beta

Todas as Hb variantes resultantes de fusdes das cadeias delta/beta
encontradas foram sugestivas de Hb Lepore a qual apresentou padrao de migragao
na posicdo da Hb S em pH alcalino e padrio normal em pH é&cido, como
visualizado na Figura 22 A e B. Na eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH
alcalino, a cadeia mutante apresentou padrdo de migracido semelhante ao da Hb S
e em pH 4cido ndo ocorreu separacdo da cadeia variante (Figura 22 C e D).

Os valores percentuais médios de Hb dos portadores de Hb Lepore,
obtidos pela HPLC estdo apresentados na Tabela 12. Nao foi possivel obter os
valores de Hb A2 devido a co-eluicdo da Hb variante. Apenas uma amostra
apresentou o valor de Hb F dentro da normalidade. As demais amostras com Hb F
aumentada foram separadas em dois grupos, com Hb Lepore sem associagdo com
alfa talassemia e com Hb Lepore associada a alfa talassemia para comparagdo dos
valores médios das fracdes de Hb. Verificou-se que os grupos ndo diferiram
estatisticamente em nenhum valor de Hb.

O cromatograma da Hb Lepore estd apresentado na Figura 22 E. O tempo
médio de retencido da Hb Lepore foi igual a 3,49 min (+0,04 min, variando de 3,42
a 3,56), com co-elui¢do na janela de Hb A2. Embora a Hb D-Iran também tenha
apresentado eluicdo nessa mesma janela, o tempo de retencdo médio da Hb

Lepore foi menor, com diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001).
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Figura 22: Perfil eletroforético e cromatografico da Hb Lepore em heterozigose -

(A) Eletroforese pH alcalino; 1. padrio Hb AS, 2. e 3. Hb ALepore; (B)

Eletroforese pH 4cido, amostras 1. padrdio Hb AS, 2. e 3. Hb ALepore; (C)

Eletroforese de cadeias, pH alcalino; 1. padrio Hb AS, 2. Hb ALepore. (D)

Eletroforese de cadeias, pH dacido; 1. Hb AA, 2. e 3. Hb ALlepore; (E)

Cromatograma obtido no Sistema VARIANT (Bio-Rad) para a amostra com perfil

heterozigoto para Hb Lepore. As setas indicam a fragdo variante.
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Tabela 12: Valores percentuais médios das fracdes de Hb, obtidos por HPLC, nos

grupos com Lepore em heterozigose.

Meédia tDesvio padrido (%)

Minimo-Maéaximo (%)

Fenotipos ALepore ALepore com Hb F ALepore associada a alfa
aumentada talassemia e Hb F aumentada
N=1 N=10 N=4
Hb A 88,5 82,98 £2,21 82,30 +2,41
- 79,4-85-5 79,6-85-0
Hb A2 _ _ -
Hb F 1,2 4,90 £2,37 4,47 £2,45
— 2,599 2,1-7,1
Hb Lepore 10,8 12,10 1,13 13,12 £1,67
- 10,0-13,6 11,7-14,9

N= nimero de amostras



Resultados 84

4.4 Resumo do perfil eletroforético e cromatografico das “Hb S-like”

Para facilitar a andlise geral das Hb “S-like” descritas neste trabalho, foi
feito um resumo do perfil eletroforético e cromatografico que estd apresentado na
Tabela 13, assim como um resumo dos valores médios dos tempos de retencao,

incluindo o mdximo e minimo, de cada Hb variante, agrupados na Tabela 14.

Tabela 13: Resumo dos perfis das Hb variantes “S-like” obtidos nas eletroforeses

de Hb em pH alcalino e pH 4cido e na HPLC.

Hb variante Eletroforese de Hb  Eletroforese de Hb HPLC
em pH alcalino em pH 4cido Janela de
eluicao
Lepore S A A2
D-Iran S A A2
Korle-Bu S A D
D Los-Angeles S A D
tipo G S S S
Montgomery Préxima de S Préxima de S S
Queens S S S
Q-India S Préxima de C desconhecida

Hasharon S S desconhecida
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Tabela 14: Valores dos tempos de retencdo em minutos, obtidos por HPLC, das

fracdes de Hb variantes.

Hb variante N Média #Desvio padrio Minimo Miximo
Lepore 15 3,49 +0,04 3,42 3,56
D-Iran 9 3,80 0,06 3,70 3,86
Korle-Bu 16 4,05 0,08 3,92 4,20
D Los-Angeles 24 4,24 +0,05 4,14 4,32
tipo G 3 4,35 10,06 4,28 4,40
Montgomery 1 4,48 _ —
Queens 3 4,62 £0,05 4,57 4,66
Q-India 1 472 _ _
Hasharon 28 4,82 +0,02 4,79 4,85

N= ndmero de amostras
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4.5 Estabelecimento de mapas de migracao

Apés as andlises anteriormente descritas € com a identificacdo das

possiveis suspeitas fenotipicas, foi possivel estabelecer o perfil de migracio

eletroforética das Hb avaliadas e das cadeias variantes. A Figura 23 ilustra o mapa

de migragdo eletroforética em pH alcalino e pH 4cido das suspeitas fenotipicas, e

a Figura 24 mostra o mapa das cadeias polipeptidicas variantes em comparacao

com as cadeias normais, em pH alcalino e pH 4cido.

Eletroforese em acetato de celulose
pH alcalino

Eletroforese em

pH acido

gel de agar

(+) A

1D A

G Hb Montgomery
@TYE Hb “S-like”

anidrases

)

(-) 4

Hb D-Los Angeles
Hb Korle-Bu
Hb D-Iran
Hb Lepore
g

~
Hb Hasharon
Hb tipo G
Hb Queens

anidrases

+)

(_ Hb Montgomery

Hb Q-India

Figura 23: Disposic¢do das mobilidades eletroforéticas das Hb “S-like” em acetato

de celulose em pH alcalino e em gel de 4gar em pH 4cido.
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Eletroforese de cadeias Eletroforese de cadeias
polipeptidicas em acetato de polipeptidicas em gel de
celulose poliacrilamida a 12%
pH alcalino pH acido
(+) 4 (+)
AMA A
GAMA G
HEMOGLOBINAS
o S ™
BETA A
D-Los Angeles
GEES — KorleBu - ST
D-Iran .
AT __ Lepore ,
F!!m Q-India ALFA A
E— Queens LLASHAROS
) G v ()
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Hasharon

Figura 24: Disposi¢do das mobilidades eletroforéticas das cadeias polipeptidicas
das Hb variantes “S-like” em acetato de celulose em pH alcalino e em gel de

poliacrilamida a 12% em pH 4cido.
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4.6 Material ilustrativo e educativo

Os resultados obtidos pelas andlises eletroforéticas e cromatograficas de
cada suspeita fenotipica foram agrupados para facilitar a consulta. Todas as
suspeitas fenotipicas encontradas neste trabalho serdo confirmadas por
procedimentos de andlise molecular e sequenciamento. Apés estes procedimentos,
as informagdes obtidas formardo o material que serd disponibilizado na Internet e
em CD interativo, orientando os profissionais no direcionamento de diagndstico

dessas variantes.
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5 Discussao

Para a identificacdio das Hb normais e variantes utilizadas no
estabelecimento dos valores referenciais de Hb, para adultos normais e portadores
de Hb S, foram utilizados os métodos eletroforéticos de rotina e a HPLC que
permitiu a confirmacdo das Hb observadas pelos métodos anteriores, e a
quantificacdo das fragdes de forma precisa. Assim como observado por Fisher et
al. (1997), houve concordancia entre os achados eletroforéticos e cromatogrificos
nas amostras avaliadas.

Joutovsky; Haddzi; Nardi (2004) demonstraram que a HPLC € uma
importante ferramenta de andlise para identificacdo das Hb variantes,
principalmente, se utilizada a informacdo do seu tempo de retencdo. Neste
trabalho, foi possivel verificar que os valores percentuais médios das Hb obtidos
pela HPLC também sdo de grande utilidade, em especial para identificacdo da Hb
S e a associacdo entre diferentes hemoglobinopatias, comparando-os com valores
de normalidade e permitindo inferir fendtipos.

As andlises exploratdrias realizadas no grupo amostral com todos os
valores de Hb mostraram sobreposi¢do espacial dos grupos AS e ASH, pois
apresentaram diferencas apenas na quantidade de Hb S. Também foi verificado
que o grupo considerado heterozigoto, AS e ASH, apresentou uma distribuicio
intermedidria entre o grupo AA e o SS, uma vez que apresentam tanto a Hb
normal quanto a Hb variante. Na andlise utilizando o FasMap, pdde-se observar
que o duplo heterozigoto também apresentou distribuicdo intermedidria, porém
entre os grupos AS/ASH e o grupo SS, uma vez que apresenta a Hb S em
heterozigose, associada a Hb C, destacando as interfaces da heranga entre os
gendtipos e expressdo fenotipica.

Pelas andlises dos valores de Hb, de forma separada, utilizando o
FastMap, foi possivel obter uma visdo espacial dos valores de Hb em 3D,
corroborando os achados para homozigotos normais e anormais, heterozigotos e
duplo heterozigotos. No entanto, as andlises estatisticas foram fundamentais para
testar essas diferencas, mostrando que apenas pela andlise exploratéria ndo foi

possivel inferir com precisao, as diferencas existentes entre os grupos analisados.
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Os valores de referéncia de Hb A, Hb A2 e Hb F observados para o grupo
AA podem ser usados como pardmetro em casos de suspeita da presenca de uma
Hb anormal, quando as porcentagens obtidas ndo forem compativeis,
corroborando com os achados de Roa; Turner; Aguinaga (1995) para a populacio
afro-americana.

No grupo ASH a quantidade de Hb S foi menor que no grupo AS, com
diferenca estatisticamente significativa. Essa diminui¢do deve-se a associacdo
com a alfa talassemia a qual decorre da deficiéncia na sintese de cadeia alfa, que
acarretard decréscimo na formacdo de tetrAmeros de Hb S (SERJEANT, 1997;
SHOKRANI; TURNER; AGUINAGA, 2000). Essa diferenca foi confirmada, no
grupo avaliado, pelo cédlculo das razdes entre Hb A e Hb S, no qual foi possivel
verificar uma razao maior no grupo ASH quando comparado a razdo do grupo AS.
Valores semelhantes foram observados por Roa; Turner; Aguinaga (1995), em
uma populacio afro-americana adulta e com Hb S. A alteracdo destas razdes pode
ser um indicativo de associacdo com uma outra hemoglobinopatia (ROA;
TURNER; AGUINAGA, 1995). Desta forma, foi possivel diferenciar os grupos
AS e ASH pela comparacio dos valores percentuais médios de Hb S e das razdes
entre Hb A e Hb S.

Foi verificado também, que os grupos com Hb S mostraram valores de Hb
A2 acima da normalidade, os quais devem ser considerados com precaugao.
Shokrani; Turner; Aguinaga (2000) propuseram que nessas situagdes, a associagao
entre a cadeia alfa e a cadeia beta variante é prejudicada, o que promove a
associagdo da cadeia alfa a cadeia delta, aumentando os niveis de Hb A2, além da
coelui¢do da Hb S glicosilada e outras subfracdes na janela da Hb A2. Em estudos
mais recentes utilizando técnicas de espectrometria de massa, Zurbriggen et al.
(2005) propuseram que o aumento dos valores de Hb A2 em portadores de Hb S,
deve-se a coeluicdo de um componente menor de Hb formado por uma cadeia alfa
modificada pds-traducionalmente por carboamilacio, associada a cadeia beta S.

Portanto, Shokrani; Turner; Aguinaga (2000) avaliando os valores de Hb
A2 em amostras contendo Hb S, propuseram que valores até 52% em

heterozigotos e até 5,9 % em individuos com Hb SS e Hb SC podem ser
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considerados normais desde que nio haja outro sinal de beta talassemia, Esses
valores foram utilizados aqui para definir os valores de corte dos grupos
amostrais. Para a populagao brasileira pode-se considerar como normal os valores
de Hb A2 de 2,9 a 5,2% para Hb AS; 2,8 a 5,2% para Hb ASH; 0,8 a 5,6% para
Hb SS e 3,8 a 5,7% para Hb SC, sendo esta a referéncia de diagndstico por HPLC
no Sistema VARIANT.

Os valores de Hb F nos portadores de Hb S em heterozigose, embora
estivessem dentro da faixa de normalidade foram estatisticamente maiores que 0s
do grupo controle, devido a presenca da Hb variante e de seus possiveis
haplétipos. No grupo SS, todas as amostras apresentaram valores acima da
normalidade que podem ser resultantes do uso de medicamentos, Persisténcia
Hereditdria de Hb F ou caracteristica do haplétipo. No grupo SC ndo foram
considerados os valores de Hb F para a avaliacdo global, devido a pouca
quantidade de amostras o que prejudicaria esta andlise.

As amostras com Hb “S-like” utilizadas no presente estudo foram
provenientes de diferentes localidades do Brasil. No entanto, verificou-se que os
estados de SP e RS foram responséveis pelo envio da maioria delas, pois agregam
servicos de referéncia que enviam as amostras com suspeitas de Hb variantes
provenientes do Programa de Triagem Neonatal para a identificacdo dos mutantes
encontrados nos recém-nascidos e em seus pais.

Os testes de triagem realizados para caracterizacdo das Hb “S-like”
incluiram, além dos procedimentos eletroforéticos e cromatograficos, os testes de
resisténcia globular osmética em solucido de NaCl a 0,36% e andlise a fresco da
morfologia eritrocitdria, os quais fornecem informacdes sobre uma possivel
hemoglobinopatia ou anemia carencial. Nas amostras analisadas, foram
encontrados poucos resultados positivos na resisténcia globular osmética em
solu¢c@o de NaCl, uma vez que este teste € indicado principalmente, para triagem
de talassemia do tipo beta e suas combina¢des com outros mutantes. A maior
parte das amostras apresentou morfologia eritrocitdria com alteragdes leves ou

discretas, confirmando os sintomas brandos das Hb variantes em heterozigose.
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Os métodos eletroforéticos sdo tradicionalmente escolhidos para a
identificacdo e quantificacdo das Hb normais e variantes uma vez que as andlises
podem ser efetuadas com rapidez e baixo custo (CLARKE; HIGGINS, 2000). No
entanto, a precisdo € baixa comparada aos métodos cromatogrificos. Em pH
alcalino, pode ocorrer co-migracdo de varias Hb variantes como Hb C, Hb E e Hb
O; Hb S Hb D e Hb G (CLARKE; HIGGINS, 2000; ZAMARO et al., 2002).
Neste trabalho, evidenciou-se a dificuldade da identificacdo dos mutantes que
apresentaram padrdo de migracdo semelhante ao da Hb S neste pH.

Na eletroforese em pH 4cido é possivel a separacdo de algumas Hb como
Hb CdaHb E e Hb O; Hb S da Hb D e Hb G, porém ndo permite a distincio entre
as Hb E e Hb O; Hb D e Hb G que migram na mesma posicio (CLARKE,;
HIGGINS, 2000). Nas Hb “S-like” nao foi possivel a distin¢gdo dos mutantes, pois
véarios deles apresentaram padrdo de migracdo semelhante, como as Hb D-Los
Angeles, Hb Korle-Bu, Hb D Iran e Hb Lepore que migraram na posi¢do da Hb A.
Pelos resultados encontrados neste pH foi possivel excluir a presenca de Hb S e, o
possivel fendtipo, s6 pdde ser inferido com a realizacio de outros testes
laboratoriais. Portanto, as eletroforeses em pH alcalino e pH 4cido sdo indicadas
como testes de rastreamento inicial para a deteccdo de Hb variantes e
metodologias complementares devem ser realizadas para a caracterizacdo das Hb
com migrag¢do semelhante (ONDEIL; ZAMARO; BONINI-DOMINGOS, 2005).

Pelos resultados obtidos na triagem, observou-se um nimero elevado de
associacdo entre Hb variantes e talassemia alfa. Por muitos anos a freqiiéncia de
talassemia alfa foi subestimada devido a métodos pouco resolutivos de
diagnéstico laboratorial (BONINI-DOMINGOS, 2004). Em estudos realizados
por Wenning et al (2000) e Bonini-Domingos (2004) foi relatada a alta freqiiéncia
de associacdo entre talassemia alfa e variantes de Hb na regido sudeste do Brasil,
confirmando a intensa miscigenacao da populacido brasileira.

Para a identificacdo da cadeia polipeptidica mutante das Hb variantes foi
realizada a eletroforese de cadeias polipeptidicas, que € uma metodologia de
separacdo das globinas bastante precisa, podendo ser utilizada para a identificacao

das cadeias mutantes como uma andlise pré-molecular (SCHNEIDER, 1974). Em
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pH 4cido, foi possivel a visualizac¢do das cadeias alfa e beta normais e das cadeias
gama glicina e gama alaninanasamostras que apresentaram Hb F aumentada,
porém, ndo foi uma metodologia eficiente para a separacdo das cadeias variantes
das Hb “S-like”, uma vez que sé visualizou-se a cadeia alfa mutante da Hb
Hasharon. A técnica analitica em pH alcalino apresentou boa resolu¢do para os
mutantes de cadeias alfa, beta e fusdo delta/beta, permitindo a separacio da cadeia
globinica alterada em todas as Hb variantes. Com os resultados obtidos nas
andlises de globina, foi possivel separar os mutantes segundo a cadeia alterada.

A focalizacdo isoelétrica € uma técnica eletroforética alternativa para a
identificacdo de Hb variantes. Consiste na migracdo das proteinas para sua
posicdo, de acordo com seu ponto isoelétrico (PI), concentrando-se zonalmente a
medida que a substancia alcanga a posicio de pH estabelecido (ATLAND;
KAEMPFER; GRANDA, 1979). Apresenta melhor resolugdo que os demais
métodos eletroforéticos, porém, com custo elevado (WADA, 2002). Nas amostras
analisadas, ndo foram obtidos bons resultados, pois os hemolisados ndo
apresentaram boa qualidade e os padrdes de migracdo das fracdes variantes foram
muito préximos com os anfdlitos disponiveis. Desta forma, a escolha da técnica
eletroforética a ser utilizada depende das condi¢des disponiveis em cada
laboratério de rotina para um resultado adequado e correta interpretagdo dos perfis
obtidos.

A HPLC, estabelecida pelo Sistema automatizado VARIANT (Bio-Rad), é
um método que permite o diagnéstico de Hb anormais com rapidez e precisao,
utilizando uma pequena quantidade de amostra. (OLD, 2003; OU; ROGNERUD,
2001). A HPLC de troca ionica permite a quantificacdo das Hb A2, Hb F, Hb A,
Hb S e Hb C e o rastreamento de Hb variantes, sendo uma importante
metodologia para a investigacdo de hemoglobinopatias em laboratérios de rotina
(FISHER et al., 1997, CLARKE; HIGGINS, 2000; JOUTOVSKY; HADDZI;
NARDI, 2004). As andlises da porcentagem da Hb variante e do tempo de
retengdo permitem, em muitos casos, uma identificacdo mais precisa do mutante
do que pelos métodos eletroforéticos (JOUTOVSKY; HADDZI; NARDI, 2004,
2004).
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Para as Hb “S-like”, as andlises cromatograficas foram fundamentais no
levantamento das provaveis Hb variantes, sendo também possivel a quantificacio
precisa das fracdes de Hb A, Hb variante e Hb F. Os valores de Hb F foram
utilizados para a separacdo dos grupos segundo os valores de normalidade, pois
pela falta de informacdes sobre a idade dos individuos, ndo foi possivel separa-los
previamente. A quantificagdo da Hb A2 ndo foi possivel em alguns casos em que
a Hb variante eluiu na mesma janela da Hb A2 ou quando o cromatograma
apresentou desvio na linha de base.

Assim como observado por Clarke; Higgins (2000) e Ondei; Zamaro;
Bonini-Domingos (2005), o uso em combinagdo, dos métodos eletroforéticos e
cromatogréficos foi extremamente importante para identificar e quantificar as
diferentes fracdes de Hb possibilitando a indicagdo da suspeita fenotipica na
maioria das amostras.

Entre as Hb “S-like” encontradas a que apresentou maior nimero de
amostras foi a Hb Hasharon, sendo o estado de RS responsavel pelo envio de 61%
delas, confirmando uma forte influéncia italiana na colonizacdo daquela regido
(LISOT; SILLA, 2004). A segunda Hb variante com maior nimero de amostras
foi a Hb D-Los Angeles, que foram provenientes de diferentes localidades. Como
jé relatado por Naoum et al. (1986), a populagdo brasileira apresenta diversidade
étnica com distribuic@o heterogénea das Hb anormais.

As amostras de Hb D-Los Angeles, Hb Korle-Bu e Hb D-Iran avaliadas
neste trabalho apresentaram resultados -eletroforéticos compativeis com a
literatura e auxiliaram na identificacdo do possivel fenétipo. No entanto, a
disting@o entre elas s6 foi possivel com a andlise pela HPLC, a qual deve ser
avaliada cuidadosamente, pois tanto a Hb D-Los Angeles quanto a Hb Korle-Bu
apresentam elui¢@o na janela de Hb D. Embora tenham uma faixa de sobreposi¢do
nos tempos de retengdo, valores entre 3,92 min e 4,13 min e cromatograma com
desvio na linha de base sugerem Hb Korle-Bu e valores entre 4,21 min e 4,32 min
sugerem Hb D-Los Angeles. Algumas amostras com Hb D-Los Angeles
apresentaram o0s cromatogramas com desvio na linha de base que podem ser

explicados por problemas ou diferenga nos lotes da coluna de eluicdo. Essas
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amostras devem ter os tempos de retencdo analisados cuidadosamente, pois
podem ser confundidas com a Hb Korle-Bu. A Hb D-Iran foi facilmente
distinguida das demais por apresentar elui¢do na janela de Hb A2.

Na talassemia alfa ocorre diminuicdo na sintese de cadeia alfa. Essa
deficiéncia de cadeias gera uma diminui¢do na produgdo de tetrimeros mutantes
em individuos heterozigotos com associacio da talassemia alfa
(STAMATOYANNOPOULOQOS et al., 1994). Desta forma, entre as suspeitas
fenotipicas, foram separadas as amostras com talassemia alfa associada para
investigar possiveis diferencas nos valores das fracdes de Hb. Também foram
separadas as amostras com Hb F aumentada que podem ser recém-nascidos com
valores de Hb ainda ndo estabilizados.

Nas andlises dos valores percentuais médios das fracdes de Hb ndo foram
observadas diferencgas entre os grupos com Hb D-Los Angeles em heterozigose e
Hb D-Los Angeles em heterozigose associada a alfa talassemia, possivelmente
pela pequena quantidade de amostras em cada grupo. Como as suspeitas de
talassemias ndo foram confirmadas molecularmente, também ¢é possivel que
ocorram falsos positivos, devido a dificuldade de identificacdo da Hb H.

O grupo com Hb D-Los Angeles com Hb F aumentada apresentou valores
de Hb F maiores e Hb variante menores que os demais grupos, sendo o motivo
destes resultados desconhecido. J4 os valores de Hb A2 em todas as amostras
analisadas apresentaram-se abaixo dos valores de normalidade preconizados pelo
LHGDH, porém, foram concordantes com os encontrados por Dash (1998). Os
valores diminuidos de Hb A2, obtidos pela HPLC de troca idnica, deve-se a um
problema na linha de base entre os picos de Hb A2 e Hb D que se apresenta
incompleta, ndo permitindo a quantificagdo acurada da fracdo de Hb A2, sendo
necessdrias outras metodologias para sua quantificacdo (COTTON, 1999).

Foi encontrado um caso de interacdo entre Hb D-Los Angeles e Hb S. A
associacdo entre estas Hb variantes em que os portadores apresentam sintomas
graves semelhantes aos da Hb S em homozigose ja foram relatados na literatura
(ZAGO; COSTA, 1988). Também foi encontrado um caso com interacdo entre a

Hb D Los-Angeles e a Hb Korle-Bu que parece ser a primeira descricdo desta
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associacdo. A andlise pela HPLC sugeria Hb D-Los Angeles em homozigose, pois
a fracdo de 84,1% eluiu com um tempo de retengdo igual a 4,27 min,
caracteristico de Hb D-Los Angeles. O diagndstico da interagdo entre essas duas
Hb variantes sé foi possivel com a andlise molecular.

Os resultados das andlises dos valores percentuais médios das fragdes de
Hb das amostras com Hb Korle-Bu em heterozigose, com e sem associacdo de
talassemia alfa, foram semelhantes aos j4 descritos para a Hb D-Los Angeles, os
quais nio apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Apenas o grupo
com valores de Hb F aumentados apresentaram valores de Hb F maiores e valores
da fracdo variante menores que os demais grupos. Essas amostras com Hb F
variando de 1,6% a 66,1% podem ser de recém-nascidos.

A Hb D-Iran € uma variante rara, sendo que os valores das fracdes de Hb
em seus portadores ndo puderam ser analisados entre os grupos devido ao
pequeno nimero de amostras, consistindo em um problema de amostragem. De
Marco et al. (1994), analisando 36 individuos italianos, com valores de Hb A2 e
Hb F normais, relatou uma fracdo de Hb D-Iran igual 39,3% +4,5%. Nas amostras
analisadas, com Hb F dentro dos valores de normalidade, foi encontrado um valor
percentual médio da variante maior, que pode ser uma caracteristica do mutante
na populagdo brasileira.

Algumas Hb variantes, mutantes de cadeia beta, ndo puderam ser
identificadas, pois os perfis eletroforéticos e cromatograficos nao foram
compativeis com os perfis encontrados na literatura. Com as andlises moleculares,
serd possivel a correta identificacdo, podendo ser encontrados novos mutantes
ainda ndo descritos no Brasil.

As amostras de Hb Hasharon, mutante de cadeia alfa, apresentaram
resultados eletroforéticos compativeis com a literatura, que auxiliaram na
identificacdo do possivel fendtipo. Em recém-nascidos, a fragdo com migracao
préoxima a Hb S corresponde ao tetramero formado por cadeias alfa mutante e
cadeia gama (ZAGO; COSTA; BOTTURA, 1982). A Hb Hasharon foi a dnica Hb
“S-like” que apresentou separagdo da cadeia alfa variante na eletroforese de

cadeias polipeptidicas em pH 4cido, o que auxiliou na sua identificacdo.
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Da mesma forma que nos mutantes de cadeia beta, ndo houve diferenca
nos valores das fragdes de Hb entre os grupos com e sem associacio de talassemia
alfa. Como a muta¢do ocorre no gene alfa2, sdo esperados valores da fragdo
variante maiores que naquelas mutagdes no gene alfal. Nas amostras analisadas,
os valores percentuais da Hb Hasharon com Hb F dentro dos valores de
normalidade foram maiores que os encontrados por Lehman; Vella (1974), em
individuos de Israel, Itdlia, Inglaterra, Canad4, Roménia e Coldmbia, e maiores
que os descritos por Zago; Costa; Bottura (1982) em uma familia brasileira de
descendéncia italiana. A diferenca pode ser devido ao sistema utilizado para
quantificacdo da fracdo variante, comprovando que cada laboratério deve ter a
padronizacio, tanto para resultados normais quanto para as Hb variantes.

A co-eluigdo de tetrameros formados pelas cadeias alfa variantes e cadeias
gamas na janela da Hb A2 explicam esses valores aumentados nas amostras com
Hb F aumentada, que possivelmente, sdo de recém-nascidos. Nessas amostras
também foram verificados valores de Hb A e Hb variante menores que nos grupos
com Hb F dentro dos valores de normalidade, as quais estabilizardo seis meses
apo6s o nascimento (HONIG; ADAMS 111, 1986; NAOUM, 1997).

A Hb G que apresenta migragdo eletroforética semelhante 2 Hb S em pH
alcalino foi primeiramente identificada no oeste da Africa por Edington; Lehman
(1954). Nas amostras encontradas neste trabalho, em que foi sugerida a Hb tipo G,
foi observado perfil eletroforético da cadeia globinica variante em pH alcalino
semelhante ao da Hb G-Philadelphia, Hb variante resultante da substituicdo do
aminodcido asparagina por lisina no cédon 68 da globina alfa (HONIG; ADAMS
III, 1986). No entanto, ndo houve concordancia entre os achados eletroforéticos e
cromatogréficos, ndo sendo possivel distinguir o subtipo especifico.

Na literatura hd poucos relatos sobre o perfil eletroforético da Hb Queens
que € uma Hb rara encontrada, principalmente, em populagdes orientais. Desta
forma, a andlise pela HPLC apresentando perfil cromatogrifico semelhante ao
especificado pelo manual do fabricante, foi de grande importincia para sugerir a
suspeita fenotipica (LEE et al., 1992). A fracdo variante que eluiu na janela da Hb

S apresentou concentragdo menor que a Hb S em heterozigose.
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A tUnica suspeita de Hb Montgomery encontrada apresentou resultados
eletroforéticos e cromatogrificos compativeis com a literatura, com valores
percentuais de Hb e tempo de retencdo sugestivos de Hb Montgomery em
heterozigose (JOUTOVSKY; HADZI-NESIC; NARDI, 2004). Eluindo na janela
da Hb S, a fracdo mutante apresentou valor percentual e tempo de retencio
menores que os verificados nas amostras com Hb S em heterozigose.

Embora os resultados eletroforéticos para a suspeita de Hb Q-India tenham
sido discordantes, foi sugerido esse fendtipo devido ao padrdo apresentado na
HPLC com tempo de retencdo da fragdo variante idéntico ao estabelecido pelo
manual do fabricante (LIBRARY OF ABNORMAL HEMOGLOBIN OF BIO-
RAD, 1994), confirmando a importincia da andlise cromatogrifica na
identificacdo das provdveis Hb variantes

Algumas Hb variantes mutantes de cadeia alfa ndo puderam ser
identificadas, pois os perfis eletroforéticos e cromatogrificos nao foram
compativeis com os perfis da literatura. Essas amostras apresentaram resultados
mais diversos que os mutantes de cadeia beta sem suspeita fenotipica e as andlises
moleculares permitirdo a correta identificacdo da Hb variante.

Todos as amostras sugestivas de Hb Lepore apresentaram perfil
eletroforético e cromatogréafico compativeis com essa suspeita. Segundo Ropero et
al. (1999), a Hb variante constitui de 6% a 15% da Hb total e os niveis de Hb A2
podem estar normais ou discretamente diminuidos. Os valores de Hb F
apresentam-se aumentados na maioria dos casos, devido a uma associagdo com
um polimorfismo C para T na posi¢io 158 no gene gama®. Neste trabalho, foram
observados valores de Hb F acima da normalidade com excecdo de uma amostra.
Nao foi possivel quantificar a Hb A2 devido a co-eluicdo da fracdo variante. Os
valores percentuais da Hb Lepore apresentaram-se dentro dos valores
estabelecidos por Ropero et al. (1999). A associagcdo com alfa talassemia nao
altera a formacdo da Hb variante, nem o fenétipo (VIPRAKASIT et al., 2002).
Embora a Hb D-Iran, mutante de cadeia beta, tenha eluido na mesma janela, é
possivel diferencid-las pelo valor percentual da fracio mutante, tempo de retencio

e caracteristica do cromatograma.
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Podem ocorrer variagdes nos tempos de retencao das fracoes de Hb devido
a diferenca na coluna do aparelho, sistemas de elui¢do ou pela caracteristica da
populacdo. Essa variag@o € verificada pela comparacio dos valores estabelecidos
neste trabalho com os de Joutovsky; Hadzi-Nesic; Nardi (2004) para a populacio
americana, sugerindo que cada laboratério deve padronizar seus valores de
referéncia para sua populacdo em estudo.

Os perfis de migragdo eletroforética das Hb “S-like” e das cadeias
globinicas permitem o direcionamento na identificacdo da suspeita fenotipica. A
localizag@o das fragdes apresentadas nos mapas sdo posicdes estimadas podendo
ocorrer variagdes dependendo das condi¢gdes de realizacdo da técnica, voltagem

utilizada, tempo de corrida e quantidade de amostra utilizada.
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6 Conclusoes

Os valores de Hb estabelecidos, por HPLC, em adultos normais e
portadores de Hb S, poderdo ser usados como referéncia em estudos
populacionais, sendo que valores de Hb A menores que os do grupo normal, Hb
A2 e Hb F aumentados, e a presenca de fracdo variante eluida na janela de Hb S
sdo caracteristicas fenotipicas sugestivas da Hb S. Essas variacdes nos valores de
Hb devem ser observadas isoladamente para sugerir as possiveis associacdes com
outras hemoglobinopatias. Os niveis aumentados de Hb A2 também devem ser
avaliados com precaugdo para evitar diagndsticos incorretos e para confirmar as
suspeitas de Hb S, tendo em vista a auséncia desses adutos em outras
hemoglobinopatias.

As andlises computacionais, utilizadas para comparar os diferentes
fendtipos com Hb S, permitem a redug@o da dimensionalidade para visualizacao
das diferencas entre os grupos. No entanto, por se tratar de anélises exploratérias,
devem ser analisadas com cautela e em conjunto com testes inferenciais.

Para a correta identificagdo das Hb variantes € necessdrio a associacdo de
metodologias laboratoriais clédssicas, pois as Hb “S-like” apresentam perfis
semelhantes em vdrias metodologias de andlise. Tais Hb variantes podem ser
incorretamente identificadas com o uso de métodos pouco resolutivos.

Para a identificacdo da cadeia alterada, a eletroforese de cadeias
polipeptidicas em pH alcalino é mais resolutiva que em pH &cido, permitindo
separar todas as globinas mutantes das suspeitas fenotipicas descritas neste estudo.
A focalizacdo isoelétrica € uma técnica eficaz para o diagnéstico das Hb variantes.
No entanto, seu uso € dificultado em amostras que ndo apresentam boa qualidade
e nas Hb “S-like” que mostram padrdes de migragdo muito proximos.

Na andlise cromatogréfica, tanto a Hb D-Los Angeles quanto a Hb Korle-
Bu apresentam eluicdo na janela pré-estabelecida como Hb D no Sistema
VARIANT. Porém, o tempo de retencdo médio da Hb D-Los Angeles € maior que
o da Hb Korle-Bu. Uma diferenca adicional entre as duas variantes é o desvio na
linha de base e valor de Hb A2 igual a zero no cromatograma da Hb Korle-Bu.

Para a diferenciagdo dessas duas Hb variantes é necessaria uma andlise cuidadosa
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do tempo de reten¢@o da fracdo variante, pois podem ocorrer casos de Hb D-Los
Angeles com cromatograma apresentando desvio na linha de base que podem ser
confundidas com a Hb Korle-Bu.

O tempo de retencdo médio estabelecido para a fracdo da Hb D Los-
Angeles € de 4,24 min com valores minimo e maximo de 4,14 min e 4,32 min,
respectivamente. Para a Hb Korle Bu é de 4,05 min com valores minimo e
maximo de 3,92 min e 4,20 min. Como hd uma faixa de sobreposicdo entre os
valores dos tempos de reten¢do dessas Hb variantes é necessdria a anédlise por
biologia molecular para identificacdo precisa do mutante. Para a Hb D-Iran foi
estabelecido um tempo de retengdo médio igual a 3,80 min com valores minimo e
maximo iguais a 3,70 min e 3,86 min, respectivamente.

A Hb Hasharon, em pH alcalino, apresenta padrdao de migracdo na posi¢ao
da Hb S e em amostras de recém-nascidos, a migracdo é préxima a posicao da Hb
S. Em pH 4cido a fragdo migra na posi¢ao da Hb S, podendo a banda estar difusa.
Na andlise cromatogréfica, o tempo médio de retencdo estabelecido para a fragio
variante € igual a 4,82 min com valor minimo de 4,79 min e mdximo de 4,85 min,
com perfil de pico em agulha e elui¢do em janela desconhecida.

Na suspeita de Hb tipo G, que migra na posi¢do da Hb S tanto em pH
alcalino quanto em pH 4cido, o tempo de retencdo médio estabelecido para a
fracdo variante € 4,35 min com valor minimo de 4,28 min e maximo de 4,40 min,
com elui¢do na janela de Hb S.

Para a Hb Queens, que apresentaram migracao eletroforética na posicao de
Hb S em pH alcalino e préxima a Hb S em pH 4cido, o tempo de retencdo médio
estabelecido para a fragdo variante é de 4,62 min com valor minimo de 4,57 min e
maximo de 4,66 min, com pico em forma de agulha na janela de Hb S.

Os perfis cromatograficos das amostras com suspeita de Hb Montgomery e
com suspeita de Hb Q-India podem ser consultados para auxiliar a identificacdo
dos mutantes em outros estudos. No entanto, para o estabelecimento de valores
referenciais incluindo os de tempo de retencdo, é necessdria uma amostragem

maior.



Conclusoes 104

Para a Hb Lepore que apresenta perfil eletroforético semelhante ao dos
mutantes de cadeia beta descritos anteriormente, o tempo de retengdo médio
estabelecido para a fragdo variante é de 3,49 min com valor minimo de 3,42 min e
maximo de 3,56 min, com eluicdo na janela de Hb A2. Embora a Hb D-Iran
também apresente elui¢do nesta janela, seu tempo de retencdo € maior que o da
Hb Lepore.

A diversidade de Hb “S-like” encontrada revela a necessidade de
diferentes recursos laboratoriais para que os mutantes possam ser corretamente
identificados. O estabelecimento dos perfis de migracdo auxiliard no diagndstico
dessas Hb variantes. O material ilustrativo e educativo que serd disponibilizado na
Internet e em CD interativo serd de grande utilidade aos profissionais para o

direcionamento na identificagdo das Hb variantes.
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Resumo

Para estabelecer os valores de referéncia de hemoglobinas por HPLC no Brasil,
foram analisadas 482 amostras com Hb normais; 136 com Hb S em heterozigose;
106 com Hb S em heterozigose associada a alfa talassemia, 18 com Hb S em
homozigose e nove duplos heterozigotos para Hb S e Hb C. Os valores médios de
Hb A, Hb A2 e Hb F diferiram em todos os grupos com presenca de Hb S quando
comparados com o grupo AA. Os valores de Hb A2 foram semelhantes entre os
fenétipos com Hb S, mas superiores a faixa de normalidade. Os fendtipos AS e
ASH nio diferiram quanto as percentagens de Hb A, Hb A2 e Hb F e apenas a
quantidade de Hb S foi maior no grupo AS. Na andlise qualitativa, utilizando uma
ferramenta Data Mining de visualiza¢do 3D (FastMap), foram visualizados quatro
grupos distintos, AA e SS localizados em extremos opostos, AS e ASH com
sobreposicdo de valores e distribui¢do intermedidria, e SC entre as heterozigoses e
SS. Os valores de Hb estabelecidos poderdo ser usados como referéncia para a
populacdo brasileira, alertando para os niveis aumentados de Hb A2 que deverdo
ser avaliados com precaugdo para evitar diagndsticos incorretos.

Palavras Chave: valores de referéncia, hemoglobina S, HPLC, bioinformética
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Introducao

A eletroforese em acetato de celulose em pH alcalino é um método
amplamente utilizado para o diagndstico das hemoglobinopatias, uma vez que as
andlises podem ser efetuadas com rapidez e baixo custo, no entanto, deve ser
utilizada como teste de rastreamento inicial para a deteccido de hemoglobinas (Hb)
variantes. A eletroforese em pH 4cido pode auxiliar a confirmagdo de algumas Hb
como Hb A, Hb F, Hb S e Hb C, porém ndo permite a distincdo entre Hb D e Hb
G, Hb O e Hb E. Embora esses métodos sejam de facil reprodutibilidade, ndo
fornecem uma identificagdo precisa da variante devido a co-migracdo de formas
semelhantes e, metodologias complementares devem ser realizadas para a
caracterizacao dessas hemoglobinas [1,2].

A Cromatografia Liquida de Alta Pressio (HPLC) estabelecida pelo
Sistema automatizado VARIANT (Bio-Rad) é um método que permite o
diagnostico de Hb anormais com rapidez e precisdo, utilizando uma pequena
quantidade de amostra [3,4]. A HPLC de troca i6nica permite a quantificacido das
Hb A2, Hb F, Hb A, Hb S e Hb C e o rastreamento de Hb variantes, sendo uma
importante metodologia para a investigacdo de hemoglobinopatias em laboratérios
de rotina [1,5,6]. A andlise da porcentagem da Hb variante e do seu tempo de
retengdo permitem, em muitos casos, uma identificacdo mais precisa do mutante
do que pelos métodos eletroforéticos [6]. Dessa forma, as informagdes sobre os
valores de referéncia para as diferentes fragdes de Hb, obtidas por HPLC, sdo
necessdrias para a correta identificacdo dessas Hb variantes [7].

Fundamentados nessa justificativa e diante da diversidade fenotipica da
populacio brasileira, objetivou-se estabelecer os valores de referéncia para adultos
normais e portadores de Hb S no Brasil, comparando os diferentes fendtipos

encontrados com o auxilio da estatistica e informatica.
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Material e Métodos

Foram analisadas 751 amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA
como anticoagulante, apés consentimento informado, de individuos com idade
acima de um ano, sem distincdo de género e etnia, provenientes de diferentes
estados brasileiros.

As amostras foram analisadas por procedimentos eletroforéticos em pH
8,6, pH 7,0 e pH 6,2 e pela HPLC em Sistema automatizado VARIANT
automatizado (Bio-Rad) com o “beta Thalassemia Short Program” para o
diagnéstico. Neste sistema, as fracdes de Hb sdo separadas baseadas em suas
interacdes idnicas com a coluna catidnica sob alta pressdo e por eluicdo com dois
tampdes fosfato que diferem em pH e forga i6nica. O resultado € emitido em
forma de um cromatograma com a porcentagem e o tempo de retencdo de cada
fracdo de Hb [8].

Aos valores de Hb A0 obtidos pela HPLC foram incluidas as subfracoes de
Hb A glicosilada e Hb A acetilada, denominadas “P2” e “P3” respectivamente no
software do equipamento. Para o grupo controle, os valores de Hb A2
considerados normais foram de 2,0 a 3,5% e os de Hb F até 1,3%, fornecidos pelo
fabricante e, previamente comparados por outros sistemas de andlise para as
condicdes do laboratdrio. Os valores de Hb A2 considerados para defini¢dao do
grupo amostral com Hb S foram de até 5,2% para os grupos heterozigotos e de até
5,9% nos grupos com Hb SS e Hb SC, utilizando os limites estabelecidos por
Shokrani e colaboradores [9].

Ap6s as andlises eletroforéticas e cromatograficas, os individuos foram
separados em cinco grupos segundo o fendtipo: com Hb normal (AA); Hb S em
heterozigose (AS); Hb S em heterozigose associada a alfa talassemia (ASH); Hb S
em homozigose (SS) e duplos heterozigotos para Hb S e Hb C (SC).

A estatistica descritiva dos grupos, considerando todos os valores de Hb,
foi realizada pela andlise candnica multivariada (MANOVA-CVA) a qual produz
uma representacdo das amostras de cada grupo em um gréfico sobre dois eixos.
Também foi aplicada uma ferramenta datamining de visualizacao 3D (FastMap)

para deteccdo de padrdes de comportamento dos diferentes fenétipos [10].
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Para comparar os valores de Hb entre os grupos foi utilizado o teste nio
paramétrico de Kruskal-Wallis e para comparacdo da razdo entre Hb A e Hb S
utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney, com nivel de significincia

p<0,05 [11].

Resultados

Foram encontradas 482 amostras com fenétipo AA, 136 AS, 106 ASH, 18
SS e nove SC, sendo que o grupo de individuos normais foi usado como controle
para o estabelecimento dos valores de normalidade. Todas as amostras com Hb S
apresentaram elui¢do da Hb variante na janela de Hb S, estabelecida pelo
aparelho, com tempo de retencao médio de 4,57 (0,028, variando de 4,51 a 4,63).

No grupo AA, a média de Hb A observada foi igual a 96,54% (+0,64%,
variando de 95,0 a 98,0); Hb A2 igual a 2,82% (+0,27%, variando de 2,2 a 3,5) e
Hb F igual a 0,34% (£0,31%, variando de 0,0 a 1,0), estando todos os valores
dentro da faixa esperada.

Para o grupo AS a média de Hb A foi igual a 56,57% (£2,73%, variando
de 51,7 a 67,7); Hb A2 igual a 4,30% (10,44 %, variando de 2,9 a 5,2), Hb F igual
a 0,50% (£0,34%, variando de 0,0 a 1,3) e Hb S de 38,54% (+3,01%, variando de
27,2 a43.4).

No grupo ASH, a média de Hb A foi de 58,81% (z+ 3,75%, variando de
52,1 a 68,0); Hb A2 igual a 4,18% (+0,42%, variando de 2,8 a 5,2); Hb F igual a
0,53% (£0,36%, variando de 0,0 a 1,3) e Hb S igual a 36,54% (£3,76%, variando
de 26,6 a 43,0).

Nos homozigotos SS a média de Hb A2 foi igual a 3,90% (x1,14%,
variando de 0,8 a 5,6); Hb F igual a 15,75% (£ 5,27%, variando de 7,2 a 23,1) e
Hb S igual a 75,13% (£ 4,73%, variando de 69,3 a 84,8).

Nos duplos heterozigotos SC, a média de Hb A2 foi igual a 4,39%
(£0,59%, variando de 3,8 a 5,7); Hb F igual a 1,70% (*1,72%, variando de 0,4 a
5,5%); Hb S igual a 45,65% (£ 1,05%, variando de 43,8 a 47,1) e Hb C igual a
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46,71% (£1,35%, variando de 44,8 a 48,2). Os valores obtidos foram agrupados
na Tabela 1 para melhor visualiza¢do dos dados.

A avaliacdo exploratéria dos valores referenciais utilizando a andlise
MANOVA-CVA mostrou quatro grupos distintos, com Hb AA, com Hb S em
heterozigose (AS e ASH), com Hb S em homozigose e com Hb S associada a Hb
C, estando diametralmente opostos em um plano bidimensional. A Figura 1 ilustra
essa distribuicdo. As homozigoses AA e SS localizaram-se em extremos 0postos
enquanto que as heterozigoses, AS e ASH, apresentaram distribuicdo
intermedidria, entre os dois pontos de homozigotos e com sobreposicdo de
valores, evidenciando uma similaridade entre si. Os pardmetros de andlise para
este procedimento incluiram as fragées de Hb A, Hb A2, Hb F e Hb S. Quando se
efetuou a observagdo desses grupos em sistema datamining, a imagem gerada,
ilustrada na Figura 2, mostrou-se similar as obtidas por MANOVA-CVA, porém,
foi possivel visualizar uma disposicdo intermedidria do grupo SC entre os
heterozigotos AS e ASH e o grupo SS.

As andlises estatisticas demonstraram que todos os grupos com presenca
de Hb S apresentaram diferenca significativa nos valores médios de Hb A, Hb A2
e Hb F (p<0,05) quando comparados com o grupo AA, além da fracdo
correspondente a Hb S, variante determinante do fendétipo.

Entre os grupos AS e ASH ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na comparagdo das quantidades de Hb A, Hb A2 e Hb F, justificando
assim, a sobreposicdo dos grupos na andlise exploratdria. Nessa comparacio,
apenas a quantidade de Hb S diferiu estatisticamente, sendo maior no grupo AS.

Também foram calculadas as razdes entre Hb A e Hb S para tragar o perfil
das médias dessas Hb. No grupo AS, a razio média encontrada foi igual a 1,48
(20,20, variando de 1,2 a 2,4) a qual foi semelhante a razdo de 1,4 0,2
encontrada por Roa et al., 1995, em populag@o afro-americana adulta com Hb S.
No grupo ASH a razdo igual 1,64 (0,30, variando de 1,2 a 2,6) foi
estatisticamente diferentes (p<0,01) da razdo do grupo AS.

A andlise pelo FastMap utilizando apenas os valores de Hb A, apresentada

na Figura 3, mostrou trés grupos dispostos linearmente, com AA em uma das
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extremidades, com valores estatisticamente diferentes dos demais, um grupo
intermedidrio com AS e ASH com disposi¢do paralela e um grupo com SS e SC
na extremidade oposta ao grupo AA. Os valores de Hb A entre AS e ASH ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

A andlise dos valores de Hb S apresentou disposi¢do semelhante a dos
valores de Hb A, no entanto, o grupo SC apresentou-se paralelamente disposto aos
grupos AS e ASH, como visualizado na Figura 4. Os valores de Hb S nos grupos
AS, ASH e SC diferiram estatisticamente, embora tenham ocupado uma mesma
disposi¢do espacial. Desta forma, ndo foi possivel inferir com precisdo as
similaridades entre os grupos apenas pelo padrao de comportamento dos dados
gerados pelo FastMap.

A andlise dos valores de Hb A2, utilizando o FastMap e apresentada na
Figura 5A mostrou trés grupos, o mais externo AA, AS e ASH com distribui¢do
préxima e intermedidria e o grupo com SS e SC com valores distantes dos demais.
No entanto, com a rotagcdo da imagem, visualizada na Figura 5B, os grupos com
Hb S apresentaram-se dispostos paralelamente e AA continuou como um grupo
externo ao plano central. Foi verificado que, nos grupos com Hb S, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os valores de Hb A2, os quais foram
superiores aos esperados para a faixa de normalidade e diferentes do grupo
utilizado como controle, justificando a disposi¢do espacial dos grupos.

Para os valores de Hb F, ilustrados na Figura 6, foram observados os
grupos AA, AS, ASH e SC dispostos paralelamente e o SS em disposi¢cdo mais
externa no plano, devido principalmente, aos valores de Hb F mais elevados. Os
valores de Hb F de todos os grupos com Hb S apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparados aos do grupo AA, e com valores
médios maiores que a média normal. Os valores do grupo SS foram maiores que

todos os outros grupos e os dos grupos AS, ASH e SC ndo diferiram entre si.
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Discussao

Os métodos eletroforéticos de rotina foram utilizados para o rastreamento
das Hb normais e variantes, e a HPLC permitiu a confirmagdo das Hb observadas
pelos métodos anteriores e a quantificacdo das fragdes de forma precisa. Assim
como observado por Fisher e colaboradores [5], neste trabalho houve
concordincia entre os achados eletroforéticos e cromatograficos nas amostras
avaliadas.

Joutovsky e colaboradores 2004 demonstraram que a HPLC é uma
importante ferramenta de andlise para identificacdio das Hb variantes,
principalmente, se utilizada a informacdo do seu tempo de retencdo [6]. Neste
trabalho, foi possivel verificar que os valores percentuais médios das Hb obtidos
pela HPLC também sdo de grande utilidade, em especial para identificacdo das Hb
variantes e da associagdo entre diferentes hemoglobinopatias, comparando-os com
valores de normalidade, permitindo inferir fenétipos.

As andlises exploratdrias realizadas no grupo amostral com todos os
valores de Hb mostraram sobreposi¢do espacial dos grupos AS e ASH, pois
apresentaram diferencas apenas na quantidade de Hb S. Também foi verificado
que o grupo considerado heterozigoto, AS e ASH, apresentou uma distribuicao
intermedidria entre o grupo AA e o SS, uma vez que apresentam tanto a Hb
normal quanto a Hb variante. Na andlise utilizando o FasMap, pdde-se observar
que o duplo heterozigoto também apresentou distribuicdo intermedidria, porém
entre os grupos AS/ASH e o grupo SS, uma vez que apresenta a Hb S em
heterozigose, associada a Hb C, destacando as interfaces da heranca entre os
gendtipos e expressao fenotipica.

Pelas andlises dos valores de Hb, de forma separada, utilizando o
FastMap, foi possivel obter uma visdo espacial dos valores de Hb em 3D,
corroborando os achados para homozigotos normais e anormais, heterozigotos e
duplo heterozigotos. No entanto, as andlises estatisticas foram fundamentais para
testar essas diferencas, mostrando que apenas pela andlise exploratéria ndo foi

possivel inferir com precisdo, as diferencas existentes entre os grupos analisados.
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Os valores de referéncia de Hb A, Hb A2 e Hb F observados para o grupo
AA podem ser usados como pardmetro em casos de suspeita da presenca de uma
Hb anormal, quando as porcentagens obtidas ndo forem compativeis,
corroborando com os achados de Roa e colaboradores para a populagao afro-
americana [7].

No grupo ASH a quantidade de Hb S foi menor que no grupo AS, com
diferenca estatisticamente significativa. Essa diminui¢do deve-se a associacdo
com a alfa talassemia a qual decorre da deficiéncia na sintese de cadeia alfa, que
acarretard decréscimo na formacgao de tetraimeros de Hb S [9,12]. Essa diferenca
foi confirmada, no grupo avaliado, pelo cdlculo das razdes entre Hb A e Hb S, no
qual foi possivel verificar uma razdo maior no grupo ASH quando comparado a
razdo do grupo AS. Valores semelhantes foram observados por Roa e
colaboradores em uma populagdo afro-americana adulta e com Hb S [7]. A
alteracdo destas razdes pode ser um indicativo de associacdo com uma outra
hemoglobinopatia [7]. Desta forma, foi possivel diferenciar os grupos AS e ASH
pela comparacdo dos valores percentuais médios de Hb S e das razdes entre Hb A
e Hb S.

Foi verificado também, que os grupos com Hb S mostraram valores de Hb
A2 acima da normalidade, os quais devem ser considerados com precaugdo.
Shokrani e colaboradores propuseram que nessas situacdes, a associacdo entre a
cadeia alfa e a cadeia beta variante € prejudicada, o que promove a associagdo da
cadeia alfa a cadeia delta, aumentando os niveis de Hb A2, além da coeluicdo da
Hb S glicosilada e outras subfracdes na janela da Hb A2 [9]. Em estudos mais
recentes utilizando técnicas de espectrometria de massa foi proposto que o
aumento dos valores de Hb A2 em portadores de Hb S, deve-se a coelui¢do de um
componente menor de Hb formado por uma cadeia alfa modificada pos-
traducionalmente por carboamilagdo associada a cadeia beta S [13].

Portanto, Shokrani e colaboradores, avaliando os valores de Hb A2 em
amostras contendo Hb S, propuseram que valores até 5,2% em heterozigotos e até
5,9% em individuos com Hb SS e Hb SC podem ser considerados normais desde

que ndo haja outro sinal de beta talassemia. Esses valores foram utilizados aqui
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para definir os valores de corte dos grupos amostrais. Para a populacao brasileira
pode-se considerar como normal os valores de Hb A2 de 2,9 a 5,2% para Hb AS;
2,8 a 5,2% para Hb ASH; 0,8 a 5,6% para Hb SS e 3,8 a 5,7% para Hb SC, sendo
esta a referéncia de diagnéstico por HPLC no Sistema VARIANT.

Os valores de Hb F nos portadores de Hb S em heterozigose, embora
estivessem dentro da faixa de normalidade foram estatisticamente maiores que 0s
do grupo controle, devido a presenca da Hb variante e de seus possiveis
haplétipos. No grupo SS, todas as amostras apresentaram valores acima da
normalidade que podem ser resultantes do uso de medicamentos, Persisténcia
Hereditaria de Hb F ou caracteristica do haplétipo. No grupo SC ndo foram
considerados os valores de Hb F para a avaliacdo global, devido a pouca

quantidade de amostras o que prejudicaria esta andlise.

Conclusao

Neste trabalho, foi possivel estabelecer os valores de Hb que poderao ser
usados como referéncia em estudos populacionais, por HPLC, e identificar as
diferencas nos valores de Hb entre portadores de Hb S, para a populacio
brasileira. Valores de Hb A menores que os do grupo normal, Hb A2 e Hb F
aumentados, e a presenca de fracdo variante eluida na janela de Hb S sdo
caracteristicas fenotipicas sugestivas da Hb S. Essas variagdes nos valores de Hb
devem ser observadas isoladamente para sugerir as possiveis associa¢des com
outras hemoglobinopatias. Os niveis aumentados de Hb A2 também devem ser
avaliados com precaugdo para evitar diagndsticos incorretos e para confirmar as
suspeitas de Hb S, tendo em vista a auséncia desses adutos em outras

hemoglobinopatias.
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Tabela 1: Valores percentuais médios das fracdes de Hb, obtidos por HPLC, no

grupo controle e grupos com Hb S.

Média tDesvio padrido (%)

Minimo-Maximo (%)

Fendtipos AA AS ASH SS SC
Hb A 96,47 56,57 58,81 _ _
0,77 +2,73 +3,75

93,8-98,2  51,7-67,7-  52,1-68,0

Hb A2 2,81 20,31 4,3010,44 4,18+0,42 3,90+1,14 4,39 +0,35

2,0-3,5 2,9-5,2 2,8-5,2 0,8-5.6 3,8-5,7
Hb F 0,37 0,35 0,50%0,34 0,53 0,36 15,75 1,70 £1,72
0,0-1,3 0,0-1,3 0,0-1,3 5,27 0,4-5,5
7,2-23,1
Hb S _ 38,54 36,54 75,13 45,65
13,01 3,76 4,73 1,05

27,2-434  26,6-43,0  69,3-84,8  43,8-47,1
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Figura 1: Representacdo da andlise multivariada candnica dos grupos
AA (vermelho), AS (azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto)
considerando valores de HbA, HbA2, HbF e HbS no espago das

variaveis candnicas.
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Figura 2: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AA (vermelho), AS (azul),
ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto), incluindo todos os valores percentuais de

Hb.
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Figura 3: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AA (vermelho), AS (azul),
ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto), incluindo os valores percentuais de Hb A.
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Figura 4: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AS (azul), ASH (verde),

SS (preto) e SC (roxo), incluindo os valores percentuais de Hb S.

Figura 5: (A) Imagem, dos valores de Hb A2, inicialmente obtida pelo FastMap
para os grupos AA (vermelho), AS (azul), ASH (verde), SS (roxo) e SC (preto),

incluindo os valores percentuais de Hb A2; (B) Imagem com rotag@o.
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Figura 6: Imagem obtida pelo FastMap para os grupos AA (vermelho), AS (azul),
ASH (verde), SS (rox
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ONDEI, L. S. Perfil eletroforético e cromatografico das hemoglobinas “S-
like”. Sdo José do Rio Preto, 2005. 154 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética) -

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista.

As hemoglobinas (Hb) variantes, originadas em sua maioria por simples
substituicoes de aminodcidos, resultam de mudancas na seqiiéncia de
nucleotideos. Atualmente, o nimero de Hb anormais identificadas tem aumentado
devido a melhoria nas metodologias de andlises, porém muitos laboratérios de
rotina ndo estdo preparados para a correta identificacdo dos mutantes. A Hb S é
uma variante de Hb bem caracterizada que apresenta prevaléncia varidvel nas
diferentes regides do Brasil. No entanto, hd uma variedade de Hb que apresenta
padrdo de migracao eletroforética semelhante ao da Hb S em pH alcalino as quais
sdao denominadas “Hb S-like”, podendo ser erroneamente diagnosticadas e com
suas freqiiéncias subestimadas. Neste trabalho foram estabelecidos os valores
referenciais de Hb por HPLC em portadores de Hb S e determinados os perfis
eletroforético e cromatografico das Hb “S-like” dentre as amostras enviadas ao
LHGDH. Foram encontradas as Hb Hasharon, Hb D-Los Angeles, Hb Korle-Bu,
Hb Lepore, Hb D-Iran, Hb tipo G, Hb Queens, Hb Montgomery e Hb Q-India.
Também foram encontrados casos de associacdo entre dois mutantes de cadeia
beta. As eletroforeses em pH alcalino e pH dcido foram utilizadas para o
rastreamento inicial das Hb variantes e as eletroforeses de cadeias polipeptidicas
em ambos pH foram realizadas para a identificacdo da cadeia globinica alterada.
As anélises cromatograficas permitiram o direcionamento dos provaveis mutantes,
sendo também possivel a quantificacdo precisa das fracdes de variantes. Desta
forma, a associacdo de metodologias laboratoriais cldssicas de diagndstico é
fundamental para o levantamento das suspeitas fenotipicas. Os perfis da Hb S e
das Hb “S-like” estabelecidos neste estudo auxiliardo no diagnéstico dessas Hb

variantes em servicos de satde.

Palavras-chave: hemoglobinas variantes; diagndstico laboratorial; eletroforeses;

HPLC
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ONDEI, L. S. Electrophoretic and cromatographic profile for ¢“S-like”
hemoglobin. Sdo José do Rio Preto, 2005. 154 f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética) - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade

Estadual Paulista.

The variants hemoglobin (Hb) originated mainly by simple amino acid
substitutions, result of nucleotides sequences changes. Currently, the number of
abnormal hemoglobin identified has increased due to improvement in the analysis
methodologies, but many routine laboratories are not prepared for the correct
mutants identification. The Hb S is a variant Hb well characterized that shows
variable prevalence in different regions of Brazil. However, there is a diversity of
Hb that present electrophoretic migration on alkaline pH similar to Hb S, named
Hb S-like, which can be incorrectly diagnosed and with their frequencies
underestimated. At the present study the reference ranges for Hb S obtained by
HPLC were established, and the electrophoretic and cromatographic profile for
Hb S like were determined. The Hb Hasharon, Hb D-Los Angeles, Hb Korle-Bu,
Hb Lepore, Hb D-Iran, Hb tipo G, Hb Queens, Hb Montgomery e Hb Q-india
were found. Cases of association between two mutants of beta chain were also
found. The electrophoresis on alkaline pH and acid pH were utilized to the initial
screen of these variants Hb and the globin chains electrophoresis in both pH were
performed to identify the mutant globin chain. The chromatographic analysis
permitted the identification of the likely variant hemoglobin and also facilitated
the exact quantification of variants. Therefore, the association of the classical
laboratory methods of diagnostic is fundamental for the identification of variant
Hb suspect. The Hb S and Hb S-like profile determined in this study will help in

the diagnostic of these variants Hb in healthy service.

Keywords: hemoglobin variants, laboratory diagnosis, electrophoresis, HPLC
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