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Ao meu querido Pai, eterno amigo,
Que me protege de onde esta.

Dos nossos planos é que tenho mais saudade,
Quando olhédvamos juntos na mesma diregéo.
Aonde esta vocé agora
Além de aqui dentro de mim?
Agimos certo sem querer
Foi s6 0 tempo que errou
Va ser dificil sem vocé
Porque vocé esta comigo o tempo todo.
Quando vego o mar
Exise dgo que diz
- A vida continua e se entregar € uma bobagem.

Ja que vocé ndo esta aguii,
O que poso fazer € cuidar de mim.
Quero s feiz ao menos.
Lembra que o plano era ficarmos bem?

Legido Urbana



Tocando em frente

Ando devagar
Porque jative pressa
E levo esse sorriso
Porque ja chorel demais
Hoje me sinto mais forte
Maisfeliz quem sabe
S0 levo acarteza
De que muito pouco eu se, ou hada sa
Conhecer as manhas e as manhas
O sabor das massas e das magas
E preciso amor para poder pulsar
E preciso paz para poder sorrir
E preciso a chuva paraflorir
Penso que cumprir avida
Sgasmplesmente
Compreender amarcha
Ir tocando em frente
Como um veho boiadeiro
Levando aboiada
Eu vou tocando os dias
Pelalonga estada, eu vou
Estrada eu sou
Todo mundo amaum dia
Todo mundo chora
Um dia a gente chega
No outro va embora
Cadaum de n6s
Compde a sua historia
Cadaserems
Carrega 0 dom de ser capaz
E ser fdiz

Renato Telxeira e Almir Sater
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I. Hemoglobinasnormais

A hemoglobina € uma proteina oligoméica formada por quatro
subunidades  polipeptidices  individudizadas, que relnemse em um  aranjo
tetramérico carecterigtico.  Andises com raos X revdaam que a molécula de
hemoglobina € globular, com didmetro de 55 nm e peso molecular de 64.500 ddtons
Ega presante nos gldbulos vermehos dos vertebrados, os eitrocitos.  Sua principa
funcdo € o trangporte de oxigénio das vias regpiratdrias para os tecidos e de gés
carbdnico no sentido inverso.  Nos seres humanos cerca de 96% das hemoglobinas do
sangue aterid, que passam dos pulmdes para os tecidos, encontram-se saturadas de
oxigénio. Para as hemoglobinas do sangue venoso que retornam ao coragéo, ese
vaor corresponde a 64%. Portanto, as hemoglobinas liberam cerca de um terco das
moléculas de oxigénio que trangportam no trgeto dos pulmdes aos tecidos (Lehninger
etd., 1995).

As hemoglobines sfo formadas pela conjugacdo de uma fracdo ndo
protéica, 0 grupo heme, e de uma porcéo protéica, condituida pela cadeas globinicas.
Cada cadeia globinica gpresenta um grupo heme, que esta parcidmente enterrado em
uma fenda ddimitada por radicais hidrofdbicos e unido a cadeia polipeptidica aravés
de uma ligacdo de coordenacdo do &omo de ferro ao radicd de um residuo de
higidina A sexta ligagdo de coordenacdo do &omo de farro de cada heme edé livre
paa = ligar a molécula de O,. Essa edrutura mantém o ferro em estado ferroso
(Fe™) e Ihe da a cor vermdha (Sampaio e Naoum, 1988; Lehninger e d., 1995
Naoum, 1999).

A fracdo protéca € formada por dois pares de cadeias polipeptidicas,
duas delas possuem 141 aminoacidos cada e sSo denominadas de cadeias do tipo dfa
As outras duas, com 146 aminoacidos calh, sf0 chamadas de cadeias do tipo beta
As cadeias globinicas possuem regides definidas como intenas e extenas.  Nas
regifes internas, que condituem cerca de 75% da molécula, Stuam-se as dobraduras e

0 "pacote' do grupo heme, que o protege da entrada de agua e consequente oxidac&o
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do fero. Essas regifes sBo muito sensivels as subgtituigdes de um aminoécido por
outro que goresente caracteridicas diferentes, fendbmeno que provoca a ingtabilidade
da molécula e sua denaturacdo, podendo inclusve, dterar o processo de dfinidade ao
oxigénio (Rawn, 1989). As regifes extenas edd0 dtuadas em locas em que a
molécula ndo agoresenta dobraduras, seus aminoécidos estabelecem  contetos com 0
meio drcundante e gerdmente, a subgtituicido de um aminoé&cido por outro ndo afeta a
viabilidade da molécula nem sua funcéo de trangportar oxigénio.

Os genes que codificam as caddas do tipo dfa formam uma familia
génica ou cluster e et locdizados no braco curto do cromossomo 16, incuindo
genes fundionas e pseudogenes: adfa @?, a2 ya') e zeta §/z',z%). Pseudogenes sio
genes que possuem sequéncias homdlogas aos genes edruturals divos, mas contém
mutagdes que inibem sua expressso (Honig e Adams I, 1986; Lewin, 1997,
Weatherdl e Clegg, 2001). No feto e no individuo adulto, a taxa de expresséo dos
genes dfa2 e dfal é de 26:1 Os genes para as cadeias do tipo beta também formam
un cluster e es@o locdizados no braco curto do cromossomo 11; induem genes
funcionais e pseudogenes beta (b, yb'), delta @), gama (A, d3) e epsilon €) (Honig
e Adamslll, 1986; Lewin, 1997; Weetherdl e Clegg, 2001).

Os genes dos clusters dfa e beta etéo sujeitos a vaios nives de
regulacdn. Eles s expressam exclusvamente nos eritrocitos em pefeta harmonia e
por periodos bem ddfinidos do desenvolvimento, assegurando o baango correto de
cadeias globinicas do tipo dfa e do tipo beta para a formacdo dos diferentes tipos de
hemoglobinas.  No cluster beta, esse controle é redizado por uma regido de regulacéo
do DNA, conhecida como Regido Controladora de Locus (LCR), que consise de
cinco Sitios hipersensiveis (HS) & DNasdl, locdizada a 6-22 Kb na regido anterior ou
upstream a0 gene epsion (Harju et d., 2002). Essa sequéncia exerce aividades de
edimulacdo, inibicdo ou dividades mas complexas, pda interacdo de fatores de
transcricdo com o DNA e a maguinaia da RNA polimerase. Muitos desses fatores

S50 edtudados e novas teorias para 0 processo de regulacdo tém Sdo desenvolvidas
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(Cao e Mai, 2002). A regulacdo dos genes dfa se faz por meio de uma regiao
conhecida como HS-40, correspondente a Sitios hipersensiveis a Dnasdl e de ligagéo
de fatores de transcricdo, locdizada a 40 Kb upstream do cluster dfa (Jarman et 4.,
1991). Sua integridade é essencid para a expressio dos genes do cluster.  As
ddeces que removemn edta sequéncia slenciam a expressdo dos genes do cluster dfa
locdizado em poscéo pogerior ou downstream  Os individuos com mutagdes
goresentam um fendtipo semehante aos portadores de tdassemia dfa (Waye e Chui,
2001) (Figural).

As hemoglobinas diferenciam-se entre s por possuir caracteristicas
figco-quimicas e mobilidades detroforéticas didintas.  As fungdes das hemoglobines
S0 marcantes desde os primeros dias de gedtacdo, adeptando-se ao condante
desenvalvimento do entrido e feto, aé edabilizarem-se por volta dos s8s meses
ap0s 0 nasimento. A primera hemoglobina embriond&ia dntetizada é a
Hemoglobina (Hb) Gower 1 (condituida peas cadeias globinicas ze) que
predomina nas quaro semanas inidas  Até a déima segunda semana estdo
presentes as Hb Portland () e Hb Gower 2 (aze;). Apds o perfodo embriondrio,
ndo ocorre mas a sintese das hemoglobinas embriondrias, que podem edar presentes,
no entanto, em pequenas quantidades em recémnascidos normas, ou em grandes
quantidades em criangas com aberragbes cromossdmicas, como € 0 caso da trissomia
do cromossomo 13 (Bonini-Domingos, 1993; Westherdl, 1997).

Ainda no periodo embriondio inida-se a sintese de hemoglobina Feta
(a2), subdituindo gradetivamente, as hemoglobinas embrion&rias e aingindo a sua
plenitude por volta do terceiro més de gedacdo. A Hb A (azb;) comega a ser
dntetizada a partir da décima semana mantendo-se em nivels Ndo superiores a 10% na
trigédma semana.  Logo apds o0 nascimento, as hemoglobinas Fetd e A agpresentam
concentragbes proximas de 80 a 20%, respectivamente, cujas sSinteses s invertem
rapidamente até edtabilizaremse, em média, no sexto més de vida pds nad. A Hb
Az (a20k) tem sua sintese iniciada no find do periodo fetd, e também se edtabiliza no
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exto més gpds 0 nacimento.  Asam, nos adultos, a molécula de hemoglobina
predominante € designada por Hb A, dém de Hb A e Hb Fetd em menor quantidade
(Westherdl e Clegg, 1981; Honig e Adams 111, 1986) (Tabela 1).

Cluster alfa

2 Y4 W, 05 OFq

HS-40

5 ]

31

Cromossomo 16

Cluster beta

, = € Sy Ay ¥By B P ,
5 —SHH—-— .- - - 3

Cromossomo 11

Figura 1. Representacd0 esquemdtica dos clusters dfa e beta O cluster dfa esta
locdizado no cromossomo 16 e é composto pdos genes (22, yzl, yal, a2
e al), dém da regido controladora HS-40. No cromossomo 11 encontrarse
locdizado o cluster beta, com os genes (e, oG, dA, ybl, d, b) e a regido
controladora de locus (LCR) (modificado de
www.peoplevirginiaedw/~rjh9u/ hgenemap.htm).
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Tabeda 1. Hemoglobinas sintetizadas nos difer entes periodos do desenvolvimento humano

Periodo do desenvolvimento Nome da Hemoglobina Globinas Concentragdes

Embriondio Gower 1 776 20-40%
Portland o0 520%

Gower 2 ajer 10-20%

Fetal Feta ap 90-100%

Adulto A ab; 9%6-98%

Az azd> 25-35%
Feta ap 0-1%

[1. Hemoglobinas anormais

As hemoglobinopatias podem ser divididas em trés grandes grupos as
vaiantes ou hemoglobinas anormas, as tdassemias e a persgéncia hereditaia de
hemoglobina fetd. As variantes sBo originadas em sua maioria, por dteragbes de um
Unico nucleotideo em genes edruturais, promovendo a formacdo de moléculas de
hemoglobina com carecteridicas bioquimicas diferentes das hemoglobines normais.
Nas tdassemias, hd uma reducdo da sintese de uma ou mas cadeas globinices,
acaretando um desequilibrio nas quantidades relaives das cadeas S8 dassficadas
de acordo com a cadea globinica que estd sendo ineficientemente Sintetizada;
entretanto, do ponto de vida da salde publica, goenes as tdassemias a e b sfo
clinicamente rdevantes (Weetherdl e Clegg, 2001). A tdassemia dfa é originada na
ua maoria por grandes ddegdes, que podem incluir todo o gene. A tdassamia beta é
causada principdmente por mutagbes em ponto, ddegbes ou insergbes de poucos
nuclectideos (Hatori, 1999). A pesgéncia hereditdia da hemoglobina fetd
(PHHF), pode s originada por deegles e por mutages génicas. As deegles
envolvem grande pate dos genes do cluster beta e a maoria das mutagbes S0

encontradas na  regido promotora dos genes g (Zamaro, 2002). Os individuos
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portadores gpresentam  continua sintese de Hb F em nivd dto, mesmo guds o

nescimento. A anemia fdcdforme e dgumas condigdes adquiridas, como leucemias,

digbetes e doenca de chagas, podem induzir a sintese de Hb F, entretanto, em niveis

mais baixos que na PHHF (Bonini-Domingos, 1990; Rees et d., 1999).

As hemoglobinopatias sfo os didurbios génicos mas  comuns,
tornando-se um problema de salde plblica em véaios paises. Edima-se que 7% da
populacdo mundid sga portadora de um dos tipos de hemoglobinopaia 0 A
identificacdo de mutantes é importante para facdlitar o reconhecimento  das
conseguéncias dinicas da homozigose ou heterozigose e s Util paa edudos da
relacéo estrutura-funcdo e agpectos gendticos e antropoldgicos, sendo  utilizadas como
marcadores gendticos (Schneider et d., 1976; Zago, 1987; Arends et d., 1990; Zago,
2000; Weetherdl e Clegg, 2001).

Ja foram descritas mais de 800 variantes (Wacman & d., 2001), a
maioria originada por dmples subdituigdes de aminoécidos, resultantes de mudancas
nes sequéncias dos nucleotideos.  As dteraghes edtruturals, com conseqéncias nas
dividades fiscoquimicas da molécula, etd na dependénca da extensio do
processo mutacional e dos locas em que esses ocorem. Dessa forma, as
hemoglobinas anormals podem originar-se por:

a) bdituicdo de um amino&cido por outro de caracteridica diferente, na porcéo
externa da molécula Pode ocorrer também a subdituicio de dois aminoacidos
em uma mesma cadeia, sendo, entretanto, condicdo muito rara.  As substituicOes
de aminoacidos na supeficie externa, com excegdo feta a hemoglobina S, ndo
produzem dteragbes Sgnificativas no comportamento funciona damoléculg;

b) subdituicio de aminoacidos na porcdo interna da molécula, envolvendo residuos
polaes e ndo polaes especdmente nos locas invaiattes da molécula -
induindo aqueles que fazem pate do "pacote hidrofobico” em torno do grupo
heme, cuja principd funcdo € protegélo da entrada de é&gua - e agudes que
paticdpam dos contatos dfal betal. Quaquer subdituicido na regido interna da
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molécula causa indabilidade, gerdmente inicdada pela oxidacdo do grupo heme,
com formagéo de hemoglobinas ingavels,

C) subdituico de aminoacidos que paticipam dos contatos dfal betal, das ligaghes
guimicas com o 23-hifosfoglicerao (23-BPG) e do residuo higidina C-termind
da cadeia beta, provoca a formacdo de hemoglobinas com dteragbes na afinidade
pelo oxigénio;

d) subdituicdo dos residuos de hididinas digd ou proximd, que et@o ligados a0
gupo heme, ou de outros residuos, que tém importancia fundamentd na
condituicdo do "pecote' de aminoé&cidos que protege O grupo heme contra
oxidacdo, causa anormdidades na molécula provocando excessiva formacdo de
metemoglobina. A presenca da metemoglobina pode causar cianose;

e) adicdo de amino&tidos a0 Ctermind das cadeias dfa e beta Gerdmente sfo
causadas pela ddecdo de um nucleotideo, que promove a dteracdo da matriz de
letura e muda a podcdo do codon de parada A hemoglobina Condant Soring
goresenta 31 residuos a mais na cadeia dfa, e a hemoglobina Tak é uma molécula
anorma com 10 residuos a mais na cade a beta (Naoum, 1999).

Outra causa de vaiattes edruturas ocorre por deecdo de
aminoé&cidos. Ese processo produz profundes alteragbes na molécula de
hemoglobing, tornando-a  instével. A fusio entre duas cadeias polipeptidicas
diferentes também origina hemoglobinas variantes A fusio de cadeias ddta e beta
resulta na formacdo de um tipo anorma de hemoglobing, a hemoglobina Lepore. A
fusio de caddas beta e ddta ou ati-Lepore, foi descrita em dois tipos de
hemoglobinas anormais Hb Miyada, com fusio de cadga ddta no residuo 12 da
cadeia beta, e Hb Nilotic com fusio no residuo 22. A fusio de cadeias gama e beta
foi descrita na hemoglobina Kenya, no residuo 81 da cadeia gama e na Hb
Stenhem, no residuo 121.

A peda eyponténea de amino&iidos resultando em  hemoglobina
variante, foi rdatada na Hb Kodlicker, onde o resduo Ctermind da cadea dfa a
argining, separa-se do resto da cadeia e pode ser detectada na urina.
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A gande maoria das hemoglobinas vaiantes originase por
aubgituicio de um Unico aminoc&cido da cadda polipeptidica Poucas dessas
vaiantes encontram-se associadas a manifestagbes clinicas elou hematoldgicas que,
quando presentes, tém seu grau de expressio intimamente relacionado a0 locd e
extens®o da mutagdo; assm as hemoglobinas vaiantes podem s classficadas
baseadas em suas caracteriticas funcionas, em cinco grupos:

Grupo 1. Hemoglobinas sem alteracdes fisioldgicas. Esse grupo € condituido pea
maoria das vaiantes e embora essas hemoglobinas sgam de interesse bioquimico,
gendtico e antropologico, ndo produzem efeitos dinicos dgnificativos nem  dteragbes
hematol dgicas.

Grupo 2. Hemoglobinas de agregacdo: As hemoglobines S e C goresentam,
respectivamente, a formagdo de tactdides e critas com repercussdes dinicas e
hematoldgicas varidvels.

Grupo 3: Hemoglobinas ingtdveis As hemoglobinas indavels goresentam graus
vaidvels de  manifestagbes cdinicas e hematoldgicas,  expressando-se
laboratoriddmente por meio de intensa indabilidade molecular quando submetidas a0
caor ou agentes quimicos, e pela presenca de corpos de inclusio nes eritrocitos.

Grupo 4. Hemoglobinas com alteragdes funcionais: Ese grupo indui as
hemoglobinas que causam metemoglobinemias por Hb M e dteragbes na dinidade
peo oxigénio.

Grupo 5: Hemoglobinas variantes com fenétipo talassémico: As hemoglobinas
Lepore e Condant Spring sSo duas formas variantes que agpresentam fendtipos de
talassemias beta e dfa, respectivamente (Bonini-Domingos, 1993).

Dentre as variantes mais frequentes, destacamos as seguintes:

Hemoglobina S
A hemoglobina S é causada por uma mutacdo no gene da beta globing,
produzindo uma dteracéo edruurd na molécula No gene da globina beta S, ha a



dterac®d de um ocddon (GAG O GTG), resltando na subdtituicgo do &dido glutdmico
(Glu), na poscdo 6 da cadea por vdina (Vd). O &ido glutdmico é caregado
negativamente enquanto a vdina € um aminoaddo neutro, ou sga, h& uma perda de
duas cargas negaivas por molécula de hemoglobina Essa troca resulta em uma
mohbilidade mais lenta da Hb S quando comparada com a Hb A em deroforeses de
pH dcdino e &ido (Bonini-Domingos, 1993).

Os heterozigotos sio assntomdicos, entretanto, 0s  homozigotos
manifetam anemia grave. A deroforese em pH dcdino é 0 m&odo mas sensive
para deteccdo de Hb S, Entretanto, a deteccdo de uma fragdo de hemoglobina na
posicdo de Hb S deve ser comprovada por métodos especificos que caracterizem esta
hemoglobina, pois na mesma poscdo, em pH dcdino migram vaias outras
hemoglobinas anormais como: Hb D, Hb G, Hb Korle-Bu, Hb Lepore, Hb Hasharon
e Hb Sanleyville (Naoum, 1999).

HemoglobinaC
A hemoglobina C é uma hemoglobina aormd origineda por uma
dteracBo na primeira base da trinca (GAG O AAG), que leva & subdtituicio do &cido
glutdmico (Glu) na hemoglobina normd, por uma ligna (Lys), também na poscéo 6
da cadeia beta A troca de um amino&cido de carga negativa por outro de carga
podtiva dtera sendvedmente a mobilidade deroforética da hemoglobina, sendo
fadiimente diferenciavel da Hb A em pH dcdino e &dido. E frequente em povos da
Africa Ocidental, onde ainge vaores de 15 a 30%. Os heterozigotos (Hb AC) sfo
assntomdicos, Ndo possuem anemia € ndo goresentam evidéncias de diminuicdo do
ndmero de eritrocitos.
Como outras hemoglobinas anormais migram na mesma podcéo da Hb
C em detroforese em pH dcdino, devido a semehanca de suas cargas détricas, uma
diferenciagdo adiciond deve ser redizada O diagnogtico de portadores heterozigotos
é fundamentd do ponto de viga do aconsghamento genético, j& que a homozigose ou
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a asociacdo com outras hemoglobinas anormas, pode levar a dteragbes dlinicas
detectaveis (Naoum, 1999).

Um grande nUmero de vaiantes de hemoglobinas tem sdo descoberto
com frequéncia, gracas ao apefeicoamento técnico para deteccdo de novos mutantes.
A grande maoria desses mutantes ndo causa dteragbes fiSopatoldgicas, e grande
pate ddes foi desxcobeta em edudos populacionas ou em associagdo  com
tdassemias e Hb S, Dentre as hemoglobinas classficadas nesse grupo podemos citar
ashemoglobinas D, G, E, J (Bonini-Domingos, 1993).

Hemoglobina D-L os Angeles

Até o inicio da década de 50, haviam ddo destritos gpenas trés tipos
de hemoglobinas a Hb A, que é a molécula normd e duas variantes, a Hb S e Hb C.
A quata hemoglobina descrita foi a Hb D, descoberta em 1951 por Itano, em uma
familia proveniente da regido de Los Angees (apud Vdla e Lehmann, 1974). A Hb
D descrita nessa familia foi originada por uma troca do aminoé&cido na posicdo 121 da
cadda beta no qud um &addo glutdmico (Glu) era subdituido por uma glutamina
(Gn). Essa vaiante gpresentava mobilidade eetroforética idéntica a Hb S em pH
dcdino e samdhante a Hb A em pH &ido; solubilidade normd quando em estado
reduzido e auséncia de facizagdo dos eitrécitos (Vela e Lehmann, 1974). Em 1962,
Baglioni (apud Politis-Tsegos et d., 1975, El Kdla e Mahews 1997) examinou 5
tipos de Hb D, provenientes de diversas regides e diferentes origens énicas,
chamadas D-Chicago, D-North Cardlingg D- Punjab, D-Portugd e D-Oak Ridge, e
verificou que todas apresentavam a mesma dteracdo: uma transversio GAA O CAA
a nivd do DNA, que reslltava na troca do &ido glutdmico peda glutamina na
posicéo 121 da cadeia beta

O resarvatdrio naturd dessa variante ocorre na regido de Punjab, na
india, onde edimase que 3% da populagio sga portadora heterozigota (Zeng et d.,
1989, Peaea e d., 1999). Essa hemoglobina anormd foi encontrada em menor
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quantidade em outros paises, tas como Afeganiddo e Ird, 0 que pode ser devido a
proximidade com a india N&b se pode precisar a origem dessa Hb D, mas um estudo
utilizando polimorfisros moleculares sugere que a regido de Punjab deva ser 0 berco
dessa vaiante e que sua digpersio para as outras regidbes do mundo deveurse a
migracdo (Foretti e d., 1993, Das e Tdukder, 2001). Asim, os nomes Hb D-Los
Angdes ou Hb D-Punjab o audmente os mas utilizados Essa hemoglobina é a
vaiante D mas comumente encontrada e a quata variante de cadeda beta mais
freqiente (Moscoso & d., 1990). Esses achados demondtram que essa hemoglobina
possui uma ampla digribuicdo mundid. Na Améica Lding, hemoglobina foi
descrita no Brasil, Argenting, Cuba, Guaddoupe, Jamaica, Venezuda e México
(Perea et al., 1999). Peos dados obtidos na populacéo bradlera é a tercaira variante
mais prevadente, depois das Hb S e Hb C (Leondi, 2001).

A Hb D-Los Angdes foi dexrita tanto em heterozigose como em
homozigose, assm como em combinacd com Hb S e as tdassemias dfa ou beta A
heterozigose para Hb D-Los Angdes é caracterizada pela auséncia de sintomatologia
cinica, sendo na maoria das vezes diagnodicada por edudo familid e mas
frequentemente em rastreamentos populacionails. O edado homozigoto, que condtitui
uma Stuacdo extremamente rara, pode goresentar desde par@metros dinicos e
hematol6gicos normais aé uma anemia hemolitica branda, com diminuicgdo da
fragilidade oamdtica, presenca de dgumas cdulas em dvo e nives de hemoglobina
normas (Ozsoylu, 1970; Politis-Tsegos et d., 1975, El-Kdla e Mahews, 1997). O
nivd de Hb D gedmente etd acima de 95% e esses individuos goresentam
quantidades normais de Hb A, (El-Kdla e Mahews, 1997; Ahmed et d., 2001).

Os individuos portadores da associacdo entre Hb S e D, chamada
doenca de Hb SD, agoresentam grande diversdade dinica, podendo variar de
manifetagdes brandas, com anemia discreta, a@é anemia hemolitica grave, com
dinica gmilar aos padentes com anemia fdcforme tas como egplenomegdia,
hepaomegdia e crises trombdticas (Fodor e Eng, 1999, Peea e d., 1999
Athanasou-Meaxa e d., 2002), dém de doencas cerebrovasculares oclusvas e
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padida (Schmugge et d., 2001). Embora a Hb D néo sofra fadcdzacdo, o fendtipo
Severo asciado a doenca de Hb SD pode ser devido a um aumento na polimerizacéo
da Hb S que é fadlitado pda mutagdo no cddon 121 (Adachi et d., 1988; Fodor e
Eng, 1999; Ahmed & d., 2001). O diagndgtico correto, rastreamento neonatad e
aconsgdhamento  genético  redizados  por  profissonas egpecidizados S0
recomendados paa amenizaa os didurbios dinicos e posshilitar uma condicdo
norma aos portadores (Leondi, 2001).

Os portadores de Hb D e tdassemia beta goresentam microcitose e
anemia hemalitica de leve a moderada (Fodor e Eng, 1999; Perea et d., 1999; Ahmed
e d., 2001). A inteacdo de Hb D com tdassamia beta pode ser confundida com
homozigose, devendo ser confirmada aravés de andise molecular e estudo familid
para evitar-2 um diagndgico equivocado (Ozsoylu, 1970; Politis-Tsegos et d., 1975,
Perea e d., 1999; Ahmed et d., 2001). A co-heranca de Hb D e tdassemia beta é
muito rara, com poucos casos destritos na literatura mundid.  Foram descritos um
can no Canada trés em Portugd, um na Inglaterra, um na Espanha, trés no Kuwait,
um na india, um na Rissia e dois na Arébia Saudita (Ahmed e &., 2001).

Outros tipos de Hb D sfo: D-Buschmen, D-Ouled Rabah, D-lran, D-
Granada, D-lbadan, D-Camperdown e D-Neath (Tabda 2). Como as Hb D
compreendem um grande grupo de vaiantes de cadeia beta com comportamentos
detroforéticos Smilares, a didtinggo entre os diferentes tipos de Hb D requer técricas
especificas de andise (Huisman, 1990; Huisman, 1992).
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Tabela 2. Diferentes tipos de Hemoglobina D, a localizacdo da mutacéo e a

substituicdo resultante.

Hemoaglobinas D Mutacio Subtituicgdo do
Aminoadido
D-Buschmean b 16 Gy O Arg
D-Ouled Rakeh b 19 Asn O Lys
D-Granada b22 GuO va
D-Iran b22 Gud Gn
D-lbadan b 87 Thr O Lys
D-Neath b 121 GuO Ala
D-Camperdown b 121 GuO va
D-Los Angdes, D-Punjab, D-Portugd, b 121 Gud Gn

D-North Caroling, D-Ogk Ridge,
D-Chicago

Hemoglobina L epore

A hemoglobina Lepore fol descrita em 1958 por Geardd e Diamond em
individuos de origam itdiana (apud Miranda et d. 1994). A andise edruturd
maostrou  que vaiante representa um grupo de hemoglobinas anormas que
condsem de duas cadeias dfa e duas cadeas globinicas hibrides db. A proteina
gpresenta a sequéncia Ntermina da cadea d e Gtermind da cadeia b. Essa globina
€ 0 produto do gene hibrido, resultante da fusio da porcéo 5'do gene d e 3'do gene b.
E provavd que tenha ocorrido uma permuta ou crossing-over desigud entre oslod d
e b, levando a uma delegéo de 7.4 Kb durante a meiose (Miranda & d., 1994; Ribeiro
et d., 1997) (Fgura?2).
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Essa hemoglobina agoresenta mobilidade detroforética semelhante a
Hb S em pH dcdino. A identificacdo e quantificacdo é redizada com a utilizagdo da
cromatografia liquida de dta pressfio (HPLC) (Ropero et d., 1999). Os individuos
heterozigotos gpresentam fendtipo Smilar aos portadores de tdassemia beta, ou sga,
anemia microcitica e hipocrdmica branda, com um pequeno aimento de Hb F,
enquanto os homozigotos gpresentam anemia grave (Ribeiro et d., 1997). JA foram
relatadas associaghes entre Hb Lepore e Hb S os fendtipos vaiaram de
assntomdicos aé quadros com anemia ictericia, hepatoesplenomegdia e dores
Osseas (Murad et d., 1992).
Trés tipos edruturdmente didintos, dependendo do ponto de crossing foram
descritos A Hb  Lepore  Washington-Boston  (d®’Gu-b*® His), é a mas
frequentemente observada em  diferentes grupos énicos, como itdianos,  ingleses,
mexicanos, gregos turcos romenos, cubanos  os individuos heterozigotos  podem
goreentar anemia branda, com microcitose e hipocromia; j& foi dexrita em
associacdo com Hb S Hb C, taassamia beta e em homozigosee. Em associagédo com
Hb S parece induzir de forma branda, a fdcizacdo (Miranda et d., 1994; Huisman &
d., 1996; Ribeiro e d., 1997). Os heterozigotos para a Hb Lepore Bdtimore (d°°
Ser-b® Alg) apresentam anemia leve, com microcitose e hipocromia, é encontrada
principd mente entre africanos, espanhdis e iugodavos, ja& a Hb Lepore Holanda (1%
Alab® Thr) parece ser a mas raa; 0s portadores gpresentam microcitose e
hipocromia  brandes; vaiante foi encontrada em familiss da Nova Guiné e
Canadad (Miranda et d., 1994; Huisman & 4d., 1996; Ribero et d., 1997). Técnicas
de biologia molecular sfo necessrias para identificacd do tipo de Hb Lepore
(Ropero et d., 1999).
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Figura 2. Representacdo esquemdica do pareamento normd dos genes que
condituem o cluster beta, do pareamento adterado desses genes e do
crossing over desgud entre os genes d e b, que leva a formagdo do gene

Lepore (Www.irn.pdx.edu/~newmeanl/Leporegif.).
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Hemoglobina G-Philaddphia

A Hb GPniladdphia € um mutante de cadea dfa que migra de forma
semehante a Hb S em detroforese em pH acdino. Na eetroforese em pH &cido,
variante migra juntamente com a Hb A. Na cadeia globinica hd uma subdtituicdo do
aminoé&cido asparagina por lisna no codon 68; essa troca se deve & mutagbes na
tercdra base da trinca - AAC O AAG ou AAA. A mutacio AAG parece estar
asociada a uma ddecdo de 3.7 Kb, unindo os dois genes dfa originando um gene
hibrido. A outra mutacdo ocorre no gene dfa 2 do cromossomo com complemento
norma de genes dfa (Morle et d., 1984; Molchanova & d., 1994; Huisman et 4.,
1996).

Os individuos heterozigotos sfo  gadmente assntomdicos no
entanto, dguns podem goresentar  microcitose. Os homozigotos  gpresentam
microcitose e hipocromia Essa variante ja foi descrita em associacdo com mutantes
de cadea beta, como por exemplo, Hb C e Hb S A Hb G-Philaddphia parece
acdeaar a formagéo de crigas de Hb C enquanto diminui a fdcizagdo da Hb S
(Lawrence et d., 1997). Suaocorrénciaémaior em negros eitdianos.

HemoglobinaHasharon

A Hb Hashaon, da mesma forma que a Hb GFPhiladdphia € um
mutante de cadeia dfa que migra de forma semehante a Hb S na detroforese em pH
dcdino. Entretanto, na detroforese em pH &cido, essa variante migra entre as Hb S e
Hb C. A origem dessa mutacdo é uma troca na primeira base da trinca GAC O CAC
no cddon 47 do gene dfa 2. Na proteing, essa dteracdo leva a uma subdtituicdo do
&ido agpatico por higidina Os individuos heterozigotos S0 assntoméicos. Essa
vaiante goresenta maior ocorréncia em judeus Ashkenazi e itdianos (Huisman et d.,
1996).

Hemoglobina E
A Hb E foi rdaada pea primeara vez por Chernoff e colaboradores em

1954 na Talanda (apud Rees et d.1998). E originada por uma dteracd no gene



beta (GAG O AAG) onde 0 aminoéido &ido glutdmico da posicio 26 é subdtituido
por uma ligna na cadea globinica Essa mutacdo cria um Sitio de processamento ou
splicing anormd e reduz dragticamente a formagdo do mMRNA (Steger e d., 1993;
Shirohzu & d., 2000). Na detroforese em pH dcdino, essa variante migra na mesma
poscéo que a Hb Az e Hb C e a diferenciagio deve ser iniciada por eetroforese em
pH &dido.

Os individuos heterozigotos podem ser assntomaicos no  entanto,
microcitose e dgumas cdulas em dvo podem ser notadas  Alguns individuos
portadores dessa variante podem gpresentar ictericia e febre, a esplenomegdia parece
s comum aos individuos com quasquer sntomas. A anemia microcitica branda
com muitas cdulas em dvo € encontrada nos individuos homozigotos (Piplani,
2000). Iss0 pode ser explicado pela natureza talassémica do delo bF. Nos individuos
que herdam a Hb E juntamente com a tadassemia beta, a manifestacdo dinica € muito
vaiavd. Padentes com dntomas brandos, evoluem normdmente sem a necessidade
de trandfusbes sanguineas, enquanto outros goresentam  anemia, relado no
crecimento, hepatoesplenomegdia com sobrecarga de ferro e dependéncia de
transfusdo (Rees et d., 1998; Fucharoen et d., 2000).

A Hb E é a variante mais comum na Asia, deste o norte da india aé a
Ching, variando de 9 a 60% da populacdo em diferentes regides da Tailandia (Pung-
Amritt et ., 1999; Fucharoen et d., 2002).

Hemoglobina J
A hemoglobina J € uma vaiante com mobilidade detroforética bem
caracteridica em pH dcdino, sendo mas rgpida que Hb A; foram rdaados véaios
tipos de Hb J todos goresentando as mesmas caracteridticas de mobilidade no pH
dcdino. Por ddroforee de cadeas globinicas € possive identificar sua origem
molecular, que pode ser por subdituicBo de aminoécidos tanto na cadeia dfa como na
cadeia beta.
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Até 2002 haviam ddo descrites 43 variates de Hb J A Hb J
Bdtimore p™° Gy O Asp) é a mais comumente encontrada e a Hb JParis | @*? Ala
O A¥) é uma das variantes de cadda dfa mais comuns (Moscoso et d., 1990;
Huismen et d., 1996).

Entre as variantes de Hb J, destacamse trés que tém sSdo identificadas
em diferentes regies do Brasil, em heterozigose Hb J Oxford @*°Gly & Asp), Hb J
Rovigo @>*Ala® Asp) eHb JBatimore (Silva . et d., 1992; Naoum, 1999).

A hemoglobina J Oxford é também conhecida como Hb | Interlaken;
no DNA ocorre uma mutagio na segunda base da trinca GGT O GAT, levando &
aubdituicio de glicina por &ido aspatico na proteing; os individuos heterozigotos
S0 assntomdicos.  Ocorre principdmente entre os individuos descendentes de
ingleses eitaianos (Huisman et d., 1996).

A Hb J Bangkok é um exemplo de Hb J mutante de cadeia betay a
dteracdo que origina variante ocorre na segunda base da trinca GGC O GAC,
levando a mudanca de glicina paa &ido agatico no produto génico.  Os
heterozigotos ndo agpresentam quaisguer Sntomas clinicos e sua ocorréncia € maor
em negros, chineses, indonésios e talandeses (Huisman & d., 1996; Fucharoen et 4d.,
2001).

Os mutantes de cadela dfa goresentam em detroforese a Hb J com
concentragdo  proxima a 25% e um componente menor, a Hb %, oriunda da
combinacio de cadeias dfa’ e ddta, que migra entre as posicdes de Hb A e Hb S. O
mutante de cadeia beta gpresenta a fracdo J com concentragéo entre 30 e 45%.
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[11. Formagdo da populagdo bradleira

As populacles ldino-americanas  agpresentam variagbes  énicas
predominantemente  oriundes do cruzamento  entre  indigenas e colonizadores
espanhdis e portugueses e posteriormente, negros africanos. No Brasl, dém desses
grupos, recebemos também a influencda de outros imigrantes  europeus,
principdmente deméaes e itdianos, dém de aséticos (Naoum,1982).

A populagdo bradldra caacteriza-se por  gpresentar grande
heterogeneidade genética, derivada da contribuicio que |he deram os seus grupos
racias formadores e dos diferentes graus com que se intercruzaram nas varias regioes
do pais Ese fao permitiu a digperséo de genes anteriormente caracteristicos de
povos hegroides ou caucesancs, que foram trangmitidos gradudmente a medida que
s intendficava 0 processo de colonizacd em nosO pais. Assm, acreditase que a
continua atividade miscigenadria tenha fadlitado a propagecd das hemoglobinas
anormas, cuja didribuicdo heterogénea pode s explicada conforme a regiéo
colonizada e a proveniéncia naciond dos seus colonizadores (Naoum et d., 1986;
Sdzano, 2000).

Um estudo de heranca genética em mais de 400 negros, redizado por
meio de marcadores gendticos associados a origem da mutacdo no gene da globina
gue leva a anemia fdcdforme confirmou que o0s negros brasléros SO
predominantemente  bantos, ou sga, provenientes do sul e sudoeste da Africa
entretanto, N0 Pard, exisem menos bantos do que 0 egperado, pois muitos negros
provenientes de outras regifes africanas foram comprados nos portos do Rio de
Janeiro e levados para 14 (Zago, 2000). As diferencas regionais quanto a procedéncia
dos exravos africanos foi modificada ndo gpenas pelo tréfico estabdecido entre as
diferentes  regifes mes também  pdos  movimentos  migradrios  internos
epecidmente nordestinos (Pante de Souza, e d., 1998). Atudmente, 0s negros
brasileiros tém caacteridicas genétices proprias, com condderdve  contribuicdo de

outros povos (Zago, 2000).



A divesdade gendtica da populacdo brasilera refletlese no
polimorfiano das hemoglobines  Asim, a deteccdo dos individuos portadores de
hemoglobinopatias e sua corretla caracterizac S0 importantes do ponto de vida
genético-antropologico e de suporte dinico. Os individuos portedores, dém de
representarem  fonte de novos heterozigotos, podem, dravés de casamentos entre
portadores, originar individuos homozigotos e duplos heterozigotos com a forma
grave da doenca Esses individuos, quando identificados previamente, o
encaminhados para profissond especidizado, fadlitando a orientagdo quanto a0
risco para a descendéncia, o tratamento e o aconsdhamento gendtico (Alvares Filho,
1987: Rocha, 2000).

V. Perspectivas Futuras

Cada metodologia de andie utilizada &€ o0 momento goresenta
vantagens e limitagdes Assm condderando-sg, faz-se necessria a associagdo de
metodologias classicas e moleculares para 0 diagndstico adequado das variantes de
hemoglobinas, esclarecendo dessa forma as diferentes dteragbes que podem afetar a
sintese das hemoglobines. As metodologias laboratorias exitentes vém  sendo
gpafeicoadas, bem como novas ddas tém dSdo desnvolvidas auxiliando no
diagnégico e entendimento dos processos fidopaoldgicos que acometem  dguns
portadores de hemoglobinas variantes.

Os programes de triagem neondd inidaam-se na década de
cinquenta, orientados para doencas metabdlicas como fenilcgtonlria; a partir deste
periodo, as triagens populacionals ganharam importancia no campo preventivo.
Geadmente os programas preventivos para hemoglobinopatias induem educacdo em
nivdl populaciond, familid e profissond, aconsdhamento genético dos portadores e
casals de risco e acompanhamento clinico adequado a cada caso. Assm, 0 programa
de triagem neonatd € importante para a identificacdo precoce dos portadores,



redizacdo de aconsdhamento genético aos pas informando-os sobre a chance de
virem a ter outros filhos afetados, orientacdo aos pais obre 0s Snas e sntomaes
precoces das complicagbes e identificaco de outros portadores na familia (Squera et
d, 2002).

A hidroxiuréa € uma droga utilizada no traamento de doencgas
mieloproliferatives e dguns tumores sdlidos e nos Ultimos anos tém-se obtido  bons
relltados com 0 su un paa anemia fddforme induzindo-se quimicamente a
sintese de hemoglobina fetd, que diminui os problemas decorrentes da fdcizagdo da
Hb S (Al-Jan'a et d., 2002). Entretanto, dguns autores relatam efeitos adversos
decorrentes do uso continuo da hidroxiuréia, como gangrena dos atehos e dedos,
meningiomas e leucemia middide cronica (AFJama e d., 2002, Giordano e 4d.,
2002, Leo & d., 2002). O trangplante de medula podera ser redizado para a
remocéo das cdulas originas e implante de novas cdulas precursoras dos eritrocitos,
sm o0 defeato gendlico; entretanto, ede procedimento goresenta  inUmeras
dificuldedes, que precisam ser Superadas para que possa tornar-se um  procedimento
vidvel. A tergpia génica visa a corregdo do defeito genético nessas mesmas cédulas,
paa que a cdulas do proprio individuo possam s diferencia e gntetizar
hemoglobinas normais. Com a trandferéncia génica, poderia obter-se um nivd mas
dto de dintee do gene gama e conseguentemente um aumento de Hb F, de forma
permanente. Para iSO entretanto, € necessrio que hga a transferéncia eficiente do
gene dvo, do vetor paa as cdulas humanas e que gpds a tranderéncia, esse gene
possa s aivado. Desse modo, para 0 sucesso da tergpia génica, devem ser
trandferidos N0 gpenas 0s genes, mas também a regido reguladora dos genes em
quetdp. Muitos edudos esdo sendo redizados para 0 desenvolvimento de novas
estratégias de transferéncias mais eficientes e seguras (Lung et d., 2000).



V.

Objetivos

1

identificar as isoformas de hemoglobinas por meo de procedimentos
eletroforéticos em diferentes pH e isod etrofocaizacao;

comparar 0s resultados dos pefis deroforéticos com os obtidos por
HPLC,;

caacterizaA a globina mutante por detroforese de cadeas
polipeptidicas ou HPLC;

redizar a caracterizacdo da mutagdo por PCR-RFLP e PCR-ASO,
adém de sequenciamento.



Material e Métodos
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|. Casuistica

Foran andisadas 220 amodras de sangue periférico, sendo 114
provenientes de individuos do sexo masculino e 106 do sexo feminino, com idedes
que variaran de recém nascidos aé 65 anos.  Essas amodras, oriundas de diferentes
esados do Brasl, foram encaminhadas a0 Laboradrio de Hemoglobines e Genética
das Doencas Hemaologicas (LHGDH) — UNESP, com suspeta de
hemoglobinopatias. O sague foi colelado em frasco estéil com  anticoagulante
EDTA 5%, gpds consentimento informado. Para a determinacdo da variante, foram
redizados testes de triagem, que consdiram de resigéncia globular osmdtica em
NaCl a 0,36%, andise da morfologia eritrocitaria a fresco e detroforese dcdina em
acgtato de cdulose utilizando-se tamp@ TrisEDTA-boralo em pH 85. Como
procedimento de confirmacdo, foram redizadas as detroforeses em agar com tampao
fodao pH 6,2, de cadeias globinicas em acetato de cdulose com tampdo TrisEDTA-
borato, uréa e mercaptoetanol, focdizacdo isodérica em gd de agaoe e
cromatogrefia liquida de dta pressio (HPLC), com o equipamento VARIANT (BIO-
RAD), utilizando-se o kit de diagndgtico para talassemia beta heterozigota

Para as andises moleculares, 0 DNA foi obtido dos gldbulos brancos
através do méodo de extracdo fendlica e o DNA amplificado através da reacdo em
cadea da polimerae Apés a amplificacidh, o maeid foi digeido com
endonucleases de redtricBo especificas para cada variante.  Os casos duvidosos foram
submetidos a reecio de sequenciamento.  Na presenca de associacdo com  outras
vaiantes ou tdassemias, foram redizados testes moleculares por PCR-ASO, com kits
mDy (BIO-RAD) para confirmacao.



II. Métodosdediagnéstico

O méodo gerdmente empregado para andise preiminar de variantes
de hemoglobinas € a detroforese em acato de cdulose, com solugdo tampéo
dcdino. E a técnica amplamente utilizada por ser répida e de baixo custo para uso na
investigacdo de variantes de hemoglobinas. (Basset e d., 1978, Wada, 1992 Ou e
Rognerud, 1993). Cadeias globinicas mutantes que diferem das cadeias normais em
Sua carga détrica totd sfo rapidamente diferenciadas.  Entretanto, um grande nimero
de variantes com dgnificado dinico gpresenta subgtituicbes que ndo dteram a carga
da proteina.  Além disso, dgumas mutagbes podem causar dteragbes na estrutura
tridimensond da molécula (Wada, 1992). Algumas vaiantes comigram nesse pH
como € 0 cao das Hb A2, C, O eE eHb S D e G Assm, sua senshilidade e
limitada, sendo necessirios testes complementares. A detroforese em pH acido pode
axiliar na diferenciacdd de dgumas das hemoglobinas acima citadas, como as Hb C
e E ou S e D; entretanto, no é possive a diferenciacio dassHb Ee O ouD e G (Ou e
Rognerud, 1993).

A cromaografia, com 0 uso da cromatografia liquida de dta pressfo
(HPLC), detecta uma dteracdo na hidrofobicidade da molécula totd (Wada, 1992).
Essa técnica fornece dados quditativos das hemoglobinas variantes, mesmo que essss
estgam presentes em pequenas quantidades, tornando-se um méodo importante para
o diagnodico diferencid das hemoglobinopatisss. O programa para deteccdo de
tdassemia beta heterozigota (BTS) do eguipamento VARIANT (BIO-RAD) separa e
determina em 6 minutos e meio a porcentagem de Hb A, e Hb F, e fornece dados
quditaivos e quantitativos sobre dgumas variantes de hemoglobinas, que sfo duidas
da coluna cromaogréfica nas Suas respectives janelas, com 0s tempos de retencéo
especificos de cada fracdo de hemoglobina da amostra  No entanto, ta técnica néo
apresenta resolucdo necessria para diferenciar dgumas hemoglobinas variantes, tas
como Hb E e Lepore da Hb A, (Ou e Rognerud, 1993, Molteni & d., 1994; Riou &
a., 1997).
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Véaias edratégias moleculares podem ser utilizadas para o diagnogtico
adequado das variantes de hemoglobinas. Para Hb D-Los Angedes, Saki et d. (1988)
e AueilaScholz e d. (1989), citados por Schnee e d. (1990), confeccionaram os
inidadores ou primers denominados CD1 e CD2 para a amplificacdo do éxan 3 do
gene da globina beta  Apds amplificacio, segue-2 a digetd enziméica com a
endonuclease de restricdo EcoRI. A mutagcéo ocorrida na Hb D-Los Angeles abole 0
sitio de corte da enzima, desse modo, 0 individuo norma goresentara dues bandas
com 268 e 296 paes de bases, que correspondem aos delos normais clivados pea
enzimg no individuo heterozigoto havera dém das bandas provenientes do deo
norma digerido, uma banda com 564 pares de bases correspondente ao delo mutante,
gue néo posalil 0 Sitio de reconhecimento para EcoRl.

Uma técnica que pode ser utilizada para confirmacéo das Hb Se C, é a
hibridacéo por meo de oligonucdectideos ddo egpecificos (ASO). Essa téonica
possui senghilidede para discriminar as sequéncdias do ddo A (GAG), S (GTG) e C
(AAG) no cddon 6 do gene da beta globina. A deteccdo de mutagBes € baseada na
hibridecio e lavagem de um odligonudeotideo dntético que formard um duplex
estével com a sequéncia de DNA dvo, somente se todos os pares de base no duplex
forem pefdatamente pareados Um odligonudeotideo delo especifico para 0 ddo A
ira hibridar somente com aguele ddlo, e ndo com os ddos S e C. Da mesma forma,
os ddos S e C, somente hidridard com os oligonudeotideos especificos O kit
“mDx Vaiat Gene S e C’ (BIO-RAD) fornece todos os reagentes necessarios, dém
de um manua paa intepreteco dos resultados.  Os kits mDx estéo disponiveis
também para aidentificacéo de 16 mutantes que originam tdlassemia beta

A combinagdo de véias técnicas, como eetroforese em pH dcdino,
detroforese em pH &ido, isoderofocdizacdo, eetroforese de cadeias globinicas,
HPLC, dém de edudos edruturais e moleculares parecem ser necessaios para a
identificacdo acurada das variantes de hemoglobina, uma vez que cada uma das
técnices  citadas, isoladamente,  goresentam  limitagdes na  identificacd  das
hemoglobinas anormas, pois a comigracdo pode subestimar a frequéncia de dgumas



vaiantes (Moscoso e d., 1990; Clarke e Higgins, 2000; Wgcmen, e d., 2001). A
figura 3 mogra um fluxograma proposto pdo LHGDH com as edraégias de andise
para 0 estudo de variantes de hemoglobinas.

A ocorréncia de associagfes de variantes exige que todos oS recursos
diagndgicos em nive laboratorid, sgam utilizados em beneficio do padiete e seus
familiares. O exdarecimento diagndgico desses casos € de fundamenta importancia,
tanto paa o0 correto aconsdhamento genético quanto paa se evitar tratamentos
inadequados ou desnecessarios dos seus portadores (Murad et d., 1992).
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Fgura 3: Fluxograma propogto para a andise de variantes de hemoglobinas.
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[11. Protocolos das técnicas utilizadas

[11.1. Preparacéo de hemolisados (Naoum, 1990 - com modificactes)
Paa que as amodras sgam submetides a procedimentos detroforéticos e testes
bioquimicos, é necessxio liss as cdulas paa a obtencd da olucdo de
hemoglobinas, que pode s faito por:

Hemolisado R&pido (com saponing);

Solugdo de Hemogl obinas (com doraformio).

Hemolisado Rapido (com saponina)

Equipamentos:

PacadeKline

Micropipetas,

Bastéo Pladtico.

Reagentes:
-Saponina para analise 19
-Agua destilada g.s.p. 100 mL

Procedimento:

1. Fipetar 100 nL. de sangue e depostar em um dos compartimentos de uma placa de
Kling

2. Pipetar amesma quantidade de regtivo hemolisante (saponina 1%);

3. Homogeneizar com auxilio de um bastéo pléadtico;

4. A homogeneizacio deve se processar até a hemdlise completa da mistura. Utilizar

0 hemoalisado gpGs 5 minutos, e no Maximo 24 horas depois da sua preparacéo.



Solucdo de Hemoglobinas
Equipamentos:

Tubos de ensaio;
Micropipetas,

Pipetas Pasteur.

Reagentes:
-Solugéo sina0,85%
-Cloroformio
-Agua destilada

Procedimento:

1. Misturar 1 mL de sangue totd com 1 mL de solucdo sdina  Inverter e centifugar
por 5 minutos,

2. Remover 0 plasma e adicionar 0lucdo fisologica a0 restante de sangue, na
proporcao 1:1;

3. Centrifugar e descartar 0 Sobrenadante. Repetir as etgpas 2 € 3 por 2 ou 3 vezes,

4. Adicionar ao volume de eritrécitos lavados, igud volume de &gua destilada;

5. Homogendzar, e a seguir adicionar um volume de doroformio, idéntico a0 do
hemalisado formado;

6. Agitar vigorosamente e centrifugar a2.000 rpm, por 15 minutos,

7. Retirar, por meio de pipeta Pagteur, e trandferir para um frasco limpo, a solugéo de
hemogl obina sobrenadante (hemolisado).



[11.2. Resisténcia Globular Osmética em Cloreto de Sodio a 0,36% (Silvestroni e
Bianco, 1975)

Equipamentos:

Tubos de ensaio;

Micropipetes,

Folha branca com linhas negras.

Reagentes:
1. Solugfo etoque - NaCl a10% - pH 7,4
-NaCl 909
-NapHPOy 13649
-NaHPOy . H20 0289
-Agua destilada g.s.p. 100 mL
2.S0lucdo trabaho
-NaCl 10% 3B mL
-Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Procedimento:

1. Em tubo de hemdlise, colocar 1.5 mL de solugdo de NaCl a 0,36% e 10 ni de
sangue totd;

2. Agitar por inversio, suavemente e aguardar 10 minutos paraleiturg;

3. Colocar o tubo de hemdlise com a amostra na 0lugdo de NaCl a 0,36% a 2,0 cm

de disténcia de uma folha branca com linhas negras.

[ nter pretacao:
A resgéncia aumentada a hemdlise do eritrécito torna a amostra opaca € néo
visudiza-se as linhas negras.  E interpretado como resultado positivo ao teste.  Em



amogtras com resgéncia normd a hemdlise visudiza-se facilmente as linhas aravés
da solugdo. Submeter as amodras com resgéncia aumentada a exames pogderiores
para o diagndgtico da talassemia beta heterozigota
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[11.3. Andlise, a Fresco, da Morfologia Eritrocitaria (Bonini-Domingos, 1993)
Equipamentos:
Laminas paramicroscopia;

Microsoopio optico.

Procedimento:

1. Fazer 0 esfregaco sanguineo e andisar ao microscopio dptico.

[ nter pretacao:

Os reaultados devem s divulgados da seguinte manera, segundo preconizado para
as andises globas no Laboratorio de Hemoglobines e Gendlica das Doengas
Hematol égicas (LHGDH):

- culasnormas (-) ou (N);

- dteragBes discretas. (+);

- dteragbes moderadas. (++);

- dteragles acentuadas. (+++);

- dteraglesintermedidrias (N/+), (+H++), (+++++).



[11.4. Eletroforese em acetato de celulose, pH Alcalino (M arengo-Rowe, 1965)

Equipamentos:

Cuba de detroforese e fonte geradora de voltagem,
Tiras de acetato de cdlulose;

Papd absorvente e gplicador de amodiras.

Reagentes:
1.Tampéo TrisEDTA-Borato (TEB), pH 8,5
-Tris hidroximetilaminometano
-Acido etilenodiaminotetracético
-Acido bérico
-Agua destilada g.s.p.

2.Corantes:

2.1.Negro de amido
-Negro de amido 10B
-Alcool metilico
-Acido acético glacial
-Agua destilada

2.2.Ponceau
-Ponceau S
-Acido tricloroacético
-Agua destilada g.s.p.

3.S0lucéo descorante de acido acético
-Acido acético glacial

-Metanol

-Agua destilada g.s.p.

1029
0649
329

1000 mL

059
450 mL
50 mL
450 mL

0549
5049
100 mL

100 mL
50 mL
1000 mL
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Procedimento:

1. Colocar igud quantidade de solugdo tamp@ em cada compatimento da cuba de
eletroforese;

2. Embeber as fitas de acetato de cdulose por 15 minutos no minimo, em tampéo
TEB pH 85,

3. Secar as fitas entre duas folhas de papd dbsorvente e colocd-las na cuba de
eletroforese, conectando-as com os compatimentos eetroliticos aravés de tiras de
pape mata-borréo;

4. Aplicar as amodras de hemoglobinas a 1,0 cm da extremidade da fita que esta em
contato com o pdlo negativo;

5. Passar 300 volts por 40 minutos;

6. Andisar as fraghes sem coloracéo e pogteriormente corar com Negro de amido ou
Ponceau, embebendo as fitas em um dos corantes por 3-5 minutos;

7. Tranderir as tiras paa um recipiente que contenha solucdo descorante, agitando
cuidadosamente entre 3 a 5 minutos, trocar a solucdo descorante usada por outra
nova, deixando as tiras embebidas nesta solucéo o tempo necessirio paradarealas.

[nter pretacao:

A detroforese dcdina em acetato de cdulose permite a separacdo de hemoglobinas
normas e grande parte das anormais. Durante a eetroforese € importante o uso de
pdo menos uma amodra controle.  Na ausénda de padrdes com Hb AS, AC, utiliza-
*£ a Hb AA (normd). O padrdo normd conditui-se em um excdente meo de
comparagdes entre hemoglobinas “normas’ e “anormas’.  Para o resultado find,
consultar o mapa de perfil deroforético com o tracado de migragbes especificas de
hemoglobinas normais e anormais (figuras 4 e 5).
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Transparentizacéo do Acetato de Celulose:

A trangparentizacdo da fita de acetato de cdulose é utilizada para documentagdo e
envio de resultado detroforético a0 solicitante.  Edta técnica consste em mergulhar as
tiras de acetato de cdulose descoradas e dareadas em metanol puro por no maximo 1
minuto; remover as tira para uma vadlha contendo é&cido acético, metanol e glicering,
na proporcdo 14:85:1, respectivamente, deixando no minimo, por 1 minuto; colocar
as tiras bem edicadas em supeficie de vidro, expondo-as sob luz infravermeha, a
uma distncia entre 5 e 10 cm, até totd trangparentizacdo ou em estufa a 65°C, por 5 a

10 minutos.
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I11.5. Eletrofor ese de Difer enciacio em Agar-Fodfato, pH 6,2 (Vela, 1968)
Equipamentos:

Cuba de detroforese e fonte geradora de voltagem,

Papd defiltro;

Aplicador de amodtras,

Erlenmeyer de 200 2250 mL;

Laminas de microscdpio;

Pipetasde 10 mL.

Reagentes:
1.Tampéo Fodao pH 6,2
NaeHPO4 2029
NaH,PO, .H,0 7669
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Obs. Para uso nos compartimentos eetroliticos e confeccdo do gdl.

2.Gd de Agar-Fodfato
Agar (Oxoid) 500 my
Tampéo fosfato pH 6,2 2 mL

3.S0lucdo descorante — mesma usada para e etroforese dcdina

Procedimento:

1. Em um elenmeyer de 250 mL, colocar 500 mg de &a e dissolver em 20 mL de
tampdo fodfato, aguecer os componentes do gd de &gar-fofao agitando
rotatoriamente a cada 10 segundos até sua completa dissoluco;

2. Ppgar 35 mL do gd liquefeito em |aminas de microscopio. Esse processo deve
ser feito cuidadosamente colocando a pipeta veticdmente na porcdo média da



lamina, e deixar com que 0 gd ecoe lentamente por toda a extensio da lamina
Deixar gdificar atemperaturaambiente;

3. Para conexéo do gd com os compatimentos eetroliticos contendo tampdo fosfato
pH 6,2, usar folha dupla de papd defiltro;

4. Passar 100 volts por 20 minutos,

5. Andisr inicidmente sem corar;

6. Paramehor interpretacéo das fragbes corar com Ponceau ou Negro de Amido;

7. Descorar com s0luggo descorante até obter o resultado desgado.

Inter pretacao:

A interpretacdo da migracdo eetroforética dos diferentes tipos de hemoglobina é
redizada aravés de comparaches com mapas especificos (figuras 4 e 5). Egte
procedimento detroforético pode também s redizado com gd de agarose como
suporte (CELM).



[11.6. Eletroforese em Acetato de Celulose em pH Neutro (Dacie e L ewis, 1985)
Equipamentos:

Cuba de detroforese e fonte geradora de voltagem;

Tiras de acetato de celulose;

Papel absorvente e gplicador de amostras.

Reagentes:
KH,PO, 3119
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Procedimento:

1. Embeber as fitas de acetato de cdulose por 15 minutos, no minimo, em tampdo pH
neutro. Cdocar 0 mesmo tampdo nos compatimentos detroliticos da cuba de
eletroforese;

2. Secar as fitas entre duas folhas de paped absorvente e coloca-las na cuba de
eletroforese  conectando-as com os compatimentos detroliticos através de tiras de
papd mata bor réo;

3. Aplicar as amodras de hemoglobina a 1,0 cm da extremidade da fita que esad em
contato com o pdlo negdivo;

4. Passar 300 volts por 30 minutes,

5. Andisar as fragbes sem coloragéo.

Inter pretacdo:
Consultar mapas de tracados detroforéticos.



[11.7. Pesguisa de Corpos de Heinz e Agregados de Hemoglobina H
(Papayannopoulos e Stamatayannopoulous, 1974)

Equipamentos:

Microscdpio com lente de imersao;

Tubosdeensaio de 12 x 75 mm;

Lamines,

Banho-mariaa 37°C;

Micropipetas de 50 ni. €100 ni..

Reagentes:
1.Solugdo sdina
Cloreto de sodio 0859
Agua destilada g.s.p. 100 mL
2.S0lucdo ditrato
Citrato de sodio 229
Agua destilada g.s.p. 100 mL

3.Solucdo de azul cresl brilhante

Azul cresil brilhante 1049

Solucdo salina 100 mL

Solucgdo citrato 5 mL
Procedimento:

1. Colocar 50 nL de sangue totd em tubo de ensao pegueno e adicionar 100nk de
0lugéo de azul cresl brilhante. Agitar o tubo suavemente;



2. Incubar 0 materid a 37°C fazendo-se esfregacos finos com 30 minutos, 1 hora e 2
horas de incubacdo, para a obsarvacdo dos corpos de Heinz e Agregados de
HemoglobinaH ao microscopio em objetiva de imerséo.

Inter pretacdo:

A preenca de hemoglobina H nos eitrécitos gparece como fina granulacéo
digtribuida homogeneamente.  Os corpos de Heinz o facilmente obsarvados nos
casos de hemoglobinas indaveis.
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[11.8. Eletroforese por Focalizagdo | sodétrica em Gel de Agarose (Naoum, 1999)
Reagentes:

1. Solugio de &cido fosfdrico (&nodo) (IM)
Acido fosforico 38mL
Agua bidestilada g.s.p. 50 mL

2. Soluggo de hidréxido de sidio (cétodo) (1M)

NaOH 49
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
3. Anfolinas

Anfolina pH 58
Anfolina pH 310

4. Agaroze |.E.F (Pharmacia Fine Chemicds for isodetric focusing)

Preparacéo do gel de agarose:

1. Pesar 22 mg de agarose em um erlenmeyer de 25 ou 50 mL;

2. Adicionar 13,2 mL de &gua bidestilada;

3. Colocar 0 elenmeyer dentro de um becker de 100 mL com &ua em ebuligo - 0
fundo do becker deve ter sua supeficie preenchida com rolhas de borracha - e
observar congtantemente 0 desenvolvimento da dissolucdo da agarose, que ocorrera
entre 5 e 10 minutos

4. Formado o gd, reirase o erlenmeyer do becker e adiciona-se as anfolinas nas
Seguintes proporgdes 0,6 mL de anfolina com pH 58; 04 mL de anfdlina com pH 3-
10. A adicdo das anfolinas é necessiria para aformaco do gradiente de pH;

5. Colocar 0 gd, rgpidamente, na placa de vidro (5 x 7 cm) que suportara um volume
de 5 mL do gd de agao=. O redante do gd poderd sr solidificado no erlenmeyer
ou utilizado em outralamina para detroforese adiciond.



Enquanto o gd se solidifica na lamina, os hemolissdos a serem testados deverdo ser
preparados.

Preparacéo do hemolisado:

O hemolisado deve ser fato com sangue recente. Os eritrécitos dos sangues a serem
testados devem s lavados por 3 vezes com s0lugdo de NaCl 0,85% e, a0 volume de
eritrécitos lavados, adicionamse 3 a 5 volumes de &gua A solugdo de hemolisados
assim preparada proporcionara uma concentracdo de hemoglobina proxima de 5 g/dL.

Préfocalizacdo

1. Na extremidade caddica da lamina, coloca-se uma tira de papd de filtro medindo
5x 05 cm, com 1 mm de egpessura.  Edta tira deve estar previamente embebida com
a0lucgo de hidroxido de sdio.

2. Na extremidade anddica da lamina, colocase outra tira, com as mesmes
dimensdes, embebida com a solucéo de é&cido fosforico.

3. Aplica-s2 uma corrente de 5 mA por 10 minutos, para que se forme o gradiente de
pH.

4. Apds este periodo, desconectamse os detrodos para que se processe agplicacéo da
amostra

Aplicacdo da amostra:

A golicacdo da amodra € feita embebendo-se pequenas tiras de pape de filtro com
1mm de espessura, medindo 3 X 5 mm, cada uma. Em ged, cada |lamina de agarose,
nes medidas citadas, comporta sais gplicagbes, disanciadas 5mm umas das outras.
Os pgoéis de filtro S0 embebidos com os hemolisados, com cuidado para que néo
apresentem exces0 de amodra Os papds de filtro podem s interligados um a0
outro por meio defitaadesva, facilitando sua aplicacéo no gd.

Focalizacdo:



59

1. Aplica-se uma corrente de 5 mA aé que as amodtras se trandfiram dos papéis de
filtro para.o gd einiciem suas migragoes.

2. ApGs a tranferéncia, a corrente é eevada para 8 mA e os papés de filtro, que foram
utilizados para as amodras, S0 retirados. O tempo de corrida é varidve, durando em
média 40 minutos  Entretanto, 0 acompanhamento visud do fracionamento é que
permitird adequar melhor o tempo de corrida

Fixacéo, secagem e coloracao:

As laminas de agaroe devem ser fixadas com &cido tricdloroacético (TCA) a 10%.
Adidonando-se 10 mL dedta solucdo sobre a agarose, deixando por 3 minutos. A
seguir, dereza-se 0 TCA e a lamina é lavada com &gua degtilada por 1 a 2 minutos.
Para a secagem da agarose, envolve- a lamina com um pgpd de filtro umedecido
com &gua dedtilada e deixa-se por 12 a 15 horas a temperaura ambiente, tempo
necessario para a desidratacdo da agarose. A coloragéo se faz com Ponceau, Negro de
amido ou quaquer corante de proteinas, por 6 horas. Apos ese tempo, a lamina é
removida paa uma vaslha contendo &gua dedilada O tempo de dexcoloracdo €

variave e sdo necessrias varias trocas de &gua.

[nter pretacao:

Apbs o fracionamento é possivd visudizar, numa amodra normd, as hemoglobinas
A, Ay e A, eda dltima com migracdo mas rgpida que a hemoglobina A. A
reolucdo € superior aos méodos convencionais, permitindo a sepaacdo de meta
hemoglobina A, sulfo-hemoglobina A, entre outras.



[11.9. Eletroforese de Cadeias Polipeptidicas, pH Alcalino, em Acetato de
Celulose (Schneider, 1974 - com modificagoes)
Equipamentos:

Cuba de detroforese;

Fonte geradora de voltagem;

Tiras de Acetato de cdulose;

Papel absorvente;

Tubos 12 X 75 mm;

Microaplicador de amosiras,

Becker de 500 mL;

Agitador magnético.

Reagentes:
1. Tampéo TrisEDTA-Borato (TEB) pH 85
2. Solugéo corante Ponceau ou Negro de Amido
3. Solucéo descorante
4. Uréa
5. 2-mercaptoetancl

Procedimento:
1. No dia anterior a0 teste preparar 0 tampéo trabadho, midurando, em um becker,

36 g de urda e 70 mL de tampdo TrisEDTA-Borao pH 85 (Tampdo Tris-uréia).
Homogenaizar a s0lugdo em um agitador magnético, por N0 minimo 12 horas, &é o
momento de uso, atemperatura ambiente;

2. Misurar em um pequeno tubo 50 nL do tampdo Tris-uréla, 50 nbL de 2-
mercaptoetanol e 50 nb de hemolissdo com dorofdrmio. Deixar em repouso por 1

hora atemperatura ambiente;
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3. Adicionar 64 mL de 2-mercaptogtanol a0 tampdo Tris-uréia, misurar bem e
colocar a solucdo tampéo Tris-uréa-mercaptoetanol nos compartimentos detroliticos
Embeber 0 acetato de celulose durante 60 minutos,

4. Relirar 0 exces0 de solucdo tampé@o do acetato de cdulose entre duas folhas de
papd filtro e colocalo na cuba de detroforese;

5. Conectar a fita de acetato de cdulose aos compartimentos detraliticos araves de
tiras de papd defiltro;

6. Aplicar as amodiras na por¢éo media do acetato;

7. Passr 110 valts por 40 minutos e 220 volts por 15 minutos,

8. Corar as fitas com solugéo corante Ponceau, ou Negro de amido ou outro corante
de proteinas por 3-5 minutos;

9. Descorar com solugao descorante.

Controle:

E importante redizar esse procedimento comparando com amostras que apresentem
cadeas polipeptidicas de hemoglobina normd e hemoglobinas variantes conhecidas,
como por exemplo Hb ASou Hb AC.

[nter pretacao:
O magpa de disposicéo de cadeas polipeptidicas, fadilita a interpretacdo dos tipos mais
frequentes de hemoglobinas variantes (figura 6).
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Ad
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Fgura 6. Digpodcéo deroforética das cadeias polipeptidicas de 33  hemoglobinas
vaiantes em detroforese de aceteto de cdulose, pH dcdino. Mobilidades
edimadas em comparacdo com as cadeas dfa beta, gama e ddta normais
(Naoum, 1997).



[11.10. Cromatografia Liquida de Alta Pressio (HPL C)

O eguipamento VARIANT é um gdema fechado de cromatografia
liguda de dta pressio totdmente automatizado. Funciona com kit de andise
especificos para a deteccdo de tdassemia beta heterozigota (BTS). Ele é utilizado
para separar e determinar as porcentagens paa as Hb A, e F e fornecer dados
quditativos de hemoglobinas anormais.  As vaiantes mas comuns induem as Hb D,
S, CeE A idetificacido dessas variantes é feta usando-se o tempo de retencdo das
repectives jandas, como “jandaD”, “janda-S’ e “janda-C’. A Hb E é duida
dentro dajandade Hb A..

Antes de inicdar a andise das amodras, 0 proprio gpareho faz uma
limpeza da coluna cromatogréfica e sua cdibragdo, por cdibradores com base em
amogiras de Hb A, e Hb F. ApGs a diluicdo das amodtras a serem andisadas € a
introducdo destas no gpardho, um dgema de duas bombas de émbolo duplo injeta
uma migura de tampdes de diluicdo com controles de gradientes pré programados,
passam aravés da coluna de troca ibnica. A forca ibnica da mistura dos dois tampdes
aumentada graddtivamente pela maior contribuicio do tampé@o 2, retendo as amodras
de hemoglobinas na coluna, por meo de sua epecificidade de cargas. A absorbancia
€ medida no comprimento de onda de 415 nm.  Um segundo filtro de 690 nm corrige
a linha de base que pode gpresentar dteraches provocadas pela mistura de tampdes
com diferentes forgas iGnices. As mudangas na absorbancia sGo monitorades e
exibides como um cromatograna de absorbéncia x tempo. Os dados da andise
provenientes do detector sB0 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 da injecdo da amodtra @€ o doice do pico de hemoglobina, sendo
caracterigtico paa cada hemoglobina Ao find da andliss uma codpia do
cromaograna e dos dados do rdadrio de cada amodra Ssio  impressos
automaticamente.



Equipamentos:

Eppendorffs
Micropipetas e ponteiras,

Procedimento:

1. Diluir 5mL de sangue da amodra a ser andisada em 1mL de resgente de hemdlise
fornecido pdo Kit BTS.
Introduzir as amostras na placa leitora do gparelho.

3. Aguardar aimpressio dos cromatogramas gpés aandise.



[11.11. Extracdo de DNA de Gl6bulos Brancos (Pena et al.,, 1991 — com
modificacdes)

Equipamentos:

Tubosde 15 mL extéreis,

Pipetes;

Pipetadores,

Micropipetas e ponteiras,

Banho-marig;

Centrifuga

Reagentes:
1. Solucéo delise 1 paraextracéo de DNA (lise de culas vermelhas)

Sacarose 0,32M 1095¢g
TrisHCI 10 mM 1mL
MgCl, 5 mM 05mL
Triton 1% 100x 1ImL
Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL

Dissolver bem e armazenar em geladeira.

2. Solugéo de lise 2 para extracdo de DNA (lise de cdulas brancas)

0,075 M de NaCl 2199
0,02 M de EDTA (solucéo estoque pH 8,0) 2 mL
Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 500 mL
Armazenar em geladeira

3. Proteinase K (20 mg/mL)
Proteinase K 2mg
Agua mili-Q g.s.p. 1mL

Consarvar em freezer.



4. Cloroférmiao/ dcoal isoamilico 24:1 (preparado no momento do uso)

Cloroférmio 24 mL

Alcool isoamilico 1mL

5. DS 20%

SDS 209

Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL

O SDS deve ser colocado aos poucos. Néo autoclavar e estocar a

temperaturaambiente.

6. Etanal 70%

7.KCl 2M

KCl 14919

Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL
Procedimento:

1. Colocar 3 mL de sangue peiférico, cohido com EDTA, em tubo de polipropileno
e completar o volume para 10 mL com solucéo delise 1;

2. Deixar descansar por 15 minutos e centrifugar 20 minutos a 2700 rpm;

3. Desprezar 0 sobrenadante;

4. Acrescentar a0 sedimento ou pellet 45 mL de solucdo de lise 2, agitar no vortex,
adicionar 250 nk. de SDS &4 10% e 50 nb. de proteinase K 20 mg/mL e homogenea zar;

5. Manter em banho-maria a 37°C durante a noite ou 42°C por 3 horas,

6. Adicionar 5 mL de fenol e homogeneizar,

7. Centrifugar 20 minutos a 2700 rpm;

8. Tranderir a fase superior para outro tubo e adicionar 5 mL de doroférmio : dcool
isoamilico (24:1);

9. Homogenea zar e centrifugar por 20 minutas a 2700 rpm;
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10. Trandferir a fase superior para outro tubo e adicionar novamente 5 mL de
doroférmio:acool isoamilico e homogeneizar (Repeticéo do procedimento anterior);

11. Centrifugar 20 minutos a 2700 rpm;

12. Colocar 500 nL de solucdio de KCl 2M (gdada) num tubo e tranderir o
sobrenadante do outro tubo para ede e adicionar eanol 100% (bem gelado) aé
completar 12 mL. Inverter o tubo varias vezes até precipitar 0 DNA;

13. Centrifugar 20 minutos a 2700 rpm;

14. Desprezar 0 sobrenadante e lavar 0 DNA, que ficou aderido a0 tubo, com etanol
70% (gelado) e deixar secar por 15 minutos,

15. Cdocar 100 nb de TE ou &ua Mili-Q (tampdo de diluicdo sem detergente,
somente TrisEDTA) e manter em banho-maia a 37°C por 24 horas, paa totd
solubilizacdo do DNA;

16. Consarvar em freezer a-20°C.



111.12. Extracdo de DNA de Gldbulos Brancos utilizando omDx® InstaGene ™
Whole Blood Kit (BIO-RAD)

Equipamentos:

Eppendorffsde 1,5 mL;

Ponteiras descartave's,

Micropipetas de 20-200 nb. e de 100-1000 m_;

Microcentrifuga;

Banho-maiaa 70°C;

Banho-mariaa 95°C;

Vortex;

Paca agitadora magnética;

Reagentes:
Tampéo de lise 200 mL
Matriz InstaGene 20mL

Procedimento:

1. Ajustar 0s banhos-mariaa 70°C e 95°C;

2. Em tubo de 15 mL, midurar 50 nL de sangue com 1 mL de tampéo de lise
Tampar 0 tubo e agitar por inversdo. Deixar a temperatura ambiente por 8 minutos,
invertendo de vez em quando;

3. Centrifugar o tubo a10.000-12.000 rpm por 1 minuto;

4. Observar o pelet no fundo do tubo. Remover o sobrenadante com ponteira
descatavel depodtando a ponta da ponteira na parede do tubo do lado oposto ao
pellet. Descartar a ponteira e o sobrenadante;

5. Adicionar 05 mL de tampdo de lise a0 pellet. Agitar no vortex por 10 segundos.
Centrifugar por 1 minuto. O pellet deve estar mais visivel nessa etgpa Aspirar 0

sobrenadante sem movimentar o pellet;
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6. Repetir aetgpanimero 5. Ao find, o pellet deve estar branco;

7. Coocar o frasco da matriz em uma placa agitadora.  Ligar em veocidade
moderada por 30 segundos para obter uma suspensto uniforme. Remover 200 ni do
frasco e adicionar a tubo contendo o pellet. NAO agitar no vortex nessa etapa
Tampar o tubo eincubar & 70°C por 8 minutos;

8. Levar a0 vortex por 10 segundos. Trandferir o tubo para 0 banho a 95°C e incubar
por 4 minutos,

9. Levar a0 vortex por 10 segundos.  Centrifugar por 1 minuto.  Utilizar o
sobrenadante para 0 PCR (5-10 nL. de sobrenadante para 50 nL de reacdo). N&o
pipetar a mariz, quando for trandferir 0 sobrenadante para o tubo de amplificagdn. Se
a amplificacdo néo for feita imediatamente, estocar o tubo do paso 9 a -20°C. Antes
de redizar a reacdo de amplificacdo, descongdar o tubo a temperaura ambiente e

repetir o passo 9.
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I11. 13. Protocolo para extracdo de DNA de glébulos brancos utilizando o mDx®

InstaGene ™ Genomic DNA Kit (BIO-RAD)
Equipamentos:

Eppendorffsde 1,5 mL;

Ponteiras descartave's,

Micropipetas de 20-200 nb. e de 100-1000 m_;
Microcentrifuga;

Vortex.

Reagentes:
Tampéo de lise 1
Tampéo de lise 2
Solucgdo de precipitacdo de proteinas
Etanol 95%
Etanol 70%
Solucéo de reidratacdo

Procedimento:
1. Colocar 900 ni. do solucdo de lise 1 em um eppendorff de 1,5 mL estéril;

2. Adicionar 300 nb. de sangue totd. Tampar o tubo e agitar por inversio por 10-15

VEZES,

3. Centrifugar a 13.000-15.000 rpm por 20 segundos. Descatar o sobrenadante sem

agitar o pellet;

4. Lavar 0 pellet de cdulas brancas adicionando 500 ni. de solucéo de lise 1. Agitar

pipgando o pelleé para cima e paa baxo aé ressuspendélo completamente.
Centrifugar 0 tubo a 13.000-15.000 rpm por 20 segundos. Descatar 0 Sobrenadante

sem agitar o pellet. Repetir esse procedimento;
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5. Ressuspender o pellet de cdulas brancas adicionando 200 nh. de solucéo de lise 1.
Agitar pipetando 0 pellet para cima e para baxo aé ressugpendélo completamente.
O pellet deve estar compl etamente ressuspendido antes do passo seguinte;

6. Adicionar 15 nb. de solugéo de lise 2. Pipetar para cima e para baixo elevar ap
vOrtex por aguns segundos,

7. Adicionar 200 nb. de solucdo de precipitacdo de proteines e levar ao vortex por 10-
20 sgundos.  Centrifugar a 13.000-15.000 rpm por 3 minutos para precipitar as
proteinas,

8. Tranderir o sobrenadante para um novo eppendorff e adicionar 400 ni. de etanol
95% para precipitar 0 DNA. Inverter 10-20 vezes paraobservar 0 DNA,;

9. Centrifugar a 13.000-15.000 rpm por 20 segundos. O DNA sera visved como um
pellet branco. Descartar 0 sobrenadante cuidadosamente, sem agitar o pellet;

10. Adicionar 500 nL de eanol 70% e inverter por 510 vezes para lavar 0 DNA.
Centrifugar a 13.000-15.000 rpm por 20 segundos  Descatar 0 Sobrenadante
cuidadosamente, sem agitar o pellet;

11. Inverter 0 tubo sobre pape absorvente para remocdo do restante do etanol.
Deixar secar por 510 minutos,

12, Adidonar 20200 ni. de s0lucdo de reidratacéo de DNA. Paa a completa

reidratacdo € necessria aincubacdo durante a noite em temperatura ambiente;
13. Consarvar 0 DNA a2-8° C.

Quantificacdo do DNA

Para checar a quantidede e quaidade do DNA, fazer uma diquota de 5 ni. de DNA
+ 395 nb de HO milli-Q autoclavada A concentragdo e a pureza do meterid
obtido é fornecida pelo espectrofotometro. A concentragdo do DNA é dada pea
determinaco da absorbanciaa 260 nm.
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[11.14. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
Para identificacdo da Hb D- L os Angeles

Equipamentos:

Eppendorffs;

Micropipetas e ponteiras,

Termocidador;

Amplificago do éxon 3 do gene da beta globina

Utilizar os seguintes iniciadores ou primers:

Primer sense CD1:5 TGCCTCTTT GCA CCATTCTA 3.
Primer anti-sense: CD2: 5 TAG AAT GGT GCA AAGAGG CA 3.

Reac&o para o Exon 3

Mix: Agua 11,0 b
Tampao 10X 25
dNTP 20
MgCl 25nh
Primer CD1 25nh
Primer CD2 25nh
Taq DNA polimerase 10nh
DNA molde DNA 1,0 m
Total dareacgdo 250 nh
Etapas Pre-Ciclo Denaturacdo Anelamento Extensdo Extensdofinal Refrigeracio
Temperatura 94°C  53°C U°C 53°C 72°C 72°C 4°C
Duracdo 5 2 30 30" N 10 ¥
Cidos 1 1 35 35 35 1
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Digestdo enzimética com EcoRl

Reagentes:

Para cada amostra deve-se adicionar em eppendorff:
Tamp2o 1x 50nL
Enzima 10m
Produto daPCR 50

Manter em 37°C por 2 horas e 30 minutos.

A enzima EcoRl digere a seguinte sequéncia
5-G AATTC-3
3-CTTAA - G-5

Preparacdo do gel de poliacrilamida
Reagentes:

AguaMilli-Q
Poliacrilamida 40%
Ambelite

TEB 10x

Peraulfato de Aménio 25%
TEMED

Procedimento:

No diaanterior preparar a poliacrilamida 40%;

1. Dissolver 38,94 g de axilamida e 1,06 g de bisacrilamida em 20 mL de &gua Milli-
Q. Agitar aé dissolver totamente e completar para 100 mL. Estocar a £C em vidro
ambar ou envolto em papd duminio. Acrescentar amberlite.



Preparacdo do gd:
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1. Em um becker adicionar 17,5 mL de &ua Milli-Q e 5 mL de poliacrilamida 40%;

2. Adicionar 25 mL de TEB 10%;

3. Acrescentar 100 . de persulfato de amonio 25% e 13 ni. de TEMED,;
4. Aplicar nas placas previamente montadas paa evitar que a solucio de

poliacrilamida polimerize antes de seu preenchimento;
5. Aguardar a polimerizacéo do gd por no minimo 1 horg;

6. Adicionar 4 n. de azul de bromofenol ao produto da digestéo e gplicd-los

Tampéo de corrida:
TEB 10x
AguaMilli-Q

Coloracéo do gel de poliacrilamda pela prata

Reagentes:

Solucéo Fixadora
Etanol

Acido Acético
AguaMilli-Q g.sp.

Solugéo de prata
AgNGs

AguaMilli-Q g.sp.

Solucéo Reveladora
NaOH

Formadeido
AguaMilli-Q g.sp.

100 mL
900 mL

DmL
225 mL
300mL

03g
150 mL

459
450 nL
150 mL
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Procedimento:

1. Depoditar 0 gd em um recipiente limpo contendo 150 mL do fixador;

2. Deixar por gproximadamente 10 minutos. Retirar o fixador;

3. Adicionar a solugZo de prata e agitar levemente por 15 minutos,

4. Lavar duas vezes 0 gd com agua Milli-Q até atotd retirada da prata;

5. Adicionar a solucéo reveladora cuidadosamente, sem deixar car sobre o gd; agitar
levemente e observar a coloracéo;

6. Lavar com &ua e adicionar novo fixador. Secar em pape cdofane, segundo
Ceaonet d. (1992).
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Para identificagdo da Hb Hasharon
Equipamentos:

Eppendorffs,
Micropipetas e ponteiras,
Termociclador;

Amplificacdo do éxon 2 do gene dadfaglobina

Utilizados os seguintes primers:

Primer sense LHL: 5 AAGCCC TGG AGA GGT GAG 3.
Primer anti-sense: Right: 5 GGA GCT GTG CAGAGA AGA GG 3.

Reago para o Exon 2

Mix: Agua 133
Tampdo 10X 25nh

dNTP 20

MgCl 25

Primer LH1 125n

Primer Right 125m

Tag DNA polimerase 0,2 nh

DNA molde DNA 20
Total dareacdo 25,0 nb

Etapas Pré-Ciclo Denaturacdo Anelamento Extensdo Extensdofinal  Refrigeracdo

Temperatura 95°C 95°C 63°C 72°C 72°C 4°C
Duracéo 5 45" 1 r 10 ¥
Cidos 1 30 30 30 1




Digestdo enzimética com Taga |

Reagentes:

Para cada amostra deve-se adicionar em eppendorff:
Tampdo 1x 100 nm.
BSA 025
Engma 05
Produto da PCR 100 m-
Manter em 65°C durante a noite.

A enzima Tacga | (BioLabs O) digere a seguinte sequéncia:
5-T CGA-3
3-AGC- T-5

Os fragmentos podem ser andisados em gd de agarose 1,5%.
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[11.15. Hibridacéo de oligonuclectideos alelo especificos (ASO)

Sob condigdes idedis os dligonudeotidens ddo-especificos  (ASO)
gntéticos hibridan com o DNA dvo formando um dlplex apenas se uas bases
forem pefetamente complementares. A existéncia de uma Unica base que ndo edtga
paeeda, ou paeada earoneamente no  diplex reduz sua edabilidade e
consquentemente a hibridacdo. O teste pode s dividido em 3 fases. fase de
preparacdo, amplificacdo do DNA avo e deteccéo por hibridacdo da sonda ddo-
especifica com o produto amplificado.

A fase de preparacdo consste na extracdo de DNA do paciente a ser
andisado. Apds ese passn, 0 DNA € amplificado em uma reagdo de PCR contendo
primers marcados com biotina, especificos para 0 gene de interesse. Para a correta
deteccBo € necessria a montagem da placa de andise, composta por fitas de
diferentes cores e da fita para o controle do teste. Posteriormente, uma aliquota do
produto amplificado € denaturada e adicdonada aos pogos que contém oS
oligonudleotideos especificos para 0 ddo normd e paa o ddo mutate  Os
oligonudeotideos do delo normd sfo fixados em pogos de uma determinada cor
enquanto os oligonucleotideos dos dedlos mutantes em pogos de cores diferentes do
norma. Durante a hibridagdo, gpenas o produto amplificado perfatamente pareado
com o oligonuclectideo permanece nNO pogo; O produto ndo pareedo sera diminado
aravés de lavagens com tampdes especificos. ApGs os procedimentos de lavagem,
adidonase 0 conjugado edreptoavidina peroxidese (SA-HRP), que se liga aos
primers marcados com biotina.  Apés a lavagem find, o conjugado de edreptoavidina
peroxidase € detectado pela reacdo colorimérica produzida com a adicdo do subgrato
tetrametilbenzidina (TMB). A cor azul é entdo convertida a amardlo pda adico da
s0lucdo de parada da reacdn. Deve-2 entdo levar a placa de andise para a leitora.
Pogteriormente 20 redizados os clculos especificos para determinacdo da presenca
Ou ndo do ddo mutante.
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Diagnéstico de Hb SeHb C utilizando o mDx® Variant Gene S& C (BIO-RAD)

Equipamentos:

Kit mDX® Variant Gene S& C;
Eppendorffs;

Micropipetas e ponteiras,
Lavadora;

Vortex;

Microcentrifuga;

I ncubadora;

Letora

Amplificagéo:
1. Remover 0 mader mix de amplificacdo da gdadeira e colocdlo no gdo.
Acrescentar a Tag polimerase seguindo os vaores abaxo:

(n+)PCR Mager Mix Taq Polimerase (nl.)
4 160 16
5 200 20
6 240 24
7 20 28
8 30 32
9 30 36
10 400 40

2. Depois de pronto o mix de amplificacdo, levar a0 vortex por 5 sgundos e
centrifugar por 10 segundos. Colocar 0 mix no gelo;

3. Para sangue totd: adicionar 40 ni. de mix de reacdo no fundo do tubo contendo 10
nL de DNA. Evitar aformagdo de bolhas,



4. Colocar os tubos dentro do termociclador, seguindo os ciclos abaxo:

Temperatura HUC HUC 62°C 72°C 72C
Duragéo I 45 15 30 S
Ciclos 1 35 35 35 1
Hibridacao:

1. Remover as solugbes de hibridacdo, denaturagdo, conjudado SA-HRP e substrato
(TMB) do refrigerador. Deixar que aquecam atemperatura ambiente;

2. Remover o controle do refrigerador e colocar no gelo;

3. Remover o nimero apropriado de fitas laranja (2 amostras de paciente por fita) e
uma fita do controle vermeho dagdadeira;

4. Preparar 0 Well Wash Buffer (WWB) midturando 100 mL do WWB 10x com 900
mL de &gua deionizada;

5. Lavar as fitas com o WWB para preparalas para a reacdo de deteccéo (programa
de reidratacéo nalavadora);

6. Adicionar 50 nh de &ua deonizada e 100 nL de solugdo denaurante em cada
tudo de amodra Leva ao vortex e centrifugar por 3 segundos.  Incubar em
temperatura ambiente por 10 minutos,

7. Migurar 9 nL de controle de vdidacdo de ensaio, 36 niL de &ua deonizada e 45
nL de solucdo denaturante. Levar ao vortex e centrifugar por 3 segundos.  Incubar em
temperatura ambiente por 10 minutos,

8. Pipetar 40 nL de solugéo de hibridacdo em cada pogo na fita laranja e no controle
vermdho;

9. Ppetar 10 nL de produto de PCR denaturado dentro de cada um dos quatro pogos
A-B-C-D ou EF-GH dafitalaranjg;
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10. Pipgar 10 nL de controle de vaidacdo do ensao dentro de cada um dos oito
pocos dafita de controle vermelhg;

11. Misgturar bem os conteidos com leves toques na placa;

12. Cobrir a placa com uma fita de vedagéo e incubar a 37°C por uma horg;

13. Depois da hibridacdo remover a fita de vedacdo e lavar a placa por 5 vezes
(programade lavagem).

Deteccao

1. Adicionar ® nb. do conjugado SA-HRP em cada pogo das fitas das amodiras e da
fitacontrole. Cobrir aplaca com fita de vedagio e incubar a 37°C por 30 minutos;

2. Remover afitade vedacéo e lavar a placa (programade lavagem);

3. Adicionar 50 nh. de subgrato (TMB) dentro de cada pogo da fita de amodtra e da
fitacontrole. Incubar em temperatura ambiente por 10 minutos,

4. Acrescentar 50 nb da solucdo de parada da reacéo (stop solution) dentro de cada
poco dafita de amodra e dafita controle;

5. Imediatamente trandferir a placa para a leitora de microplaca A leitora capta a
absorbancia a 450 nm e 655 nm (absorbancia de referéncia). O apardho cdcula a
diferenca entre as duas absorbancias. Pogteriormente esse vaor sera subtraido da
média dos vadores de absorbancia encontrada nos pocos controle. Os vaores
encontrados gpds esse caculo Sho utilizados para andise.

6. Clculos especificos sho redizados para determinacdo da presenca ou auséncia do
deo testado.
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Diagndstico de mutantes de Talassemia Beta utilizando os Kits mDx® BeTha
Gene1leBeThaGene2 (BIO RAD)

Eses kits sS0 compostos de sondas oligoespecificas de DNA paa
determinacdo quditativa para a presenca das mutegbes do gene beta Séo das -
CD39, IVSL:110, IVSL6, IVSL], V2745, IV21, -87, CD6-A (kit BeTha Gene
1) e -CD41-42, CD17, -28, IVX64, CDI19, IVSL5 CD71-72, HbE (kit BeTha
Gene2)

Equipamentos:

Kit mDX® BeTha Gene 1 e BeThaGene 2;
Eppendorffs;

Micropipetas e ponteiras,

Lavedora;

Vortex;

Microcentrifuga;

Incubadora;

Letora

Anplificacéo:

1. Remover o master mix de amplificacdo da geladeira e colocalo no
gelo. Acrescentar a Taq polimerase seguindo os valores aaixo:

PCR Master Mix (m.) Taq Polimerase (U)
1 40 2
2 80 4
3 120 6
4 160 8
5 200 10
6 240 12
7 280 14
8 320 16
9 360 18

10 400 20




2. Depois de pronto o mix de amplificacdo, levar a0 vortex por 5 segundos e
centrifugar por 10 segundos. Colocar 0 mix no gelo;

3. Adicionar 40 n. de mix de reagéo no fundo do tubo contendo 10 nL de DNA.
Evitar aformacéo de bolhas,

4. Colocar os tubos dentro do termociclador, seguindo os ciclos a seguir:

Temperatura 9H4C  HAC 62°C 72°C o4°C 62C 72C

Duracgo T 45 15 0 45 15’ 5
Ciclos 1 7 71 A 1 1 1
Hibridagao:

1. Remover as solugbes de hibridecéo, denaturacdo, conjudacb SA-HRP e substrato
(TMB) do refrigerador. Deixar que aguecam a temperatura ambiente;

2. Remover o controle do refrigerador e colocar no gelo;

3. Remover o nimero gpropriado de fitas: 1 verde e 1 branca por paciente e uma fita
do controle vermeho da geladeira;

4. Preparar 0 Well Wash Buffer (WWB) midturando 100 mL do WWB 10x com 900
mL de &gua deionizada;

5. Lavar as fitas com 0 WWB para preparé-las para a reacéo de deteccdo (programa
de reidratacéo nalavadora);

Para DNA extraido com Kit

6. Midurar 17 nL do mix da reecdo de PCR, 68 ni de &ua deionizada e 85 ni de
solucio denaturante. Levar a0 vortex por 5 segundos. Incubar em temperatura
ambiente por 10 minutos.

Para DNA extraido por outras metodologias

6. Migurar 85 . do mix da reecéo de PCR, 765 nb. de &gua deionizada e 85 ni de
lucio denaurante. Levar a0 vortex por 5 segundos. Incubar em temperatura
ambiente por 10 minutos.



7. Migurar 9 ni. de controle de vdidacdo de ensao, 36 N de &gua deonizada e
45n. de solugdo denaturante. Levar a0 vortex e centrifugar por 3 segundos.  Incubar
em temperatura ambiente por 10 minutos,

8. Pipetar 40 nL. de solugéo de hibridacdo em cada pogo nas fitas verde e branca e no
controle vermel ho;

9. Pipgar 10 niL de produto de PCR denaturado dentro de cada um dos pogos das
fitas verde e branca;

10. Pipetar 10 ni de controle de vaidacdo do ensaio dentro de cada um dos pogos da
fita de controle vermelhg;

11. Misturar bem os conteidos com leves toques na placa;

12. Cobrir aplaca com uma fita de vedagzo e incubar a 37°C por umahorg;

13. Depois da hibridacdo remover a fita de vedacéo e lavar a placa por 5 vezes
(programade lavagem).

Deteccao

1. Adicionar 50 nb. do conjugado SA-HRP em cada pogo das fitas das amodiras e da
fitacontrole. Cobrir aplaca com fita de vedagdo e incubar a 37°C por 30 minutos;

2. Remover afitade vedac@o e lavar a placa (programa de lavagem);

3. Adicionar 50 niL de subgrato (TMB) dentro de cada pogo das fitas de amodra e da
fita controle. Incubar em temperatura ambiente por 10 minutos,

4. Acrescentar 50 nb da solucdo de parada da reacéo (stop solution) dentro de cada
poco das fitas de amostra e dafita controle;

5. Imediatamente tranderir a placa para a leitora de microplaca A leitora capta a
absorbéncia a 450 nm e 655 nm (gbsorbéncia de referéncia). O apareho cdcula a
diferenca entre as duas absorbancias. Pogteriormente esse vaor sera subtraido da
média dos vdores de absorbancia encontrada nos pogos controle. Os  vaores
encontrados gpds esse caculo Sho utilizados para andise.



6. Cdculos especificos sfo redizados para determinacdo da presenca ou auséncia do
ado testado.
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[11. 16. Sequenciamento

A técnica empregada foi 0 méodo enzimético de terminacdo da cadeia
descrito por Sanger (1977). A técnica ek seqlienciamento teve um grande avango com
0 desnvolvimento da reecdo de PCR, por s um méodo répido e eficiente de
preparacao de pequenas seqliéncias moldes de DNA.

O obeivo é a daeminacdo da seqiiéncia de nudeotideos de uma
regido damoléculade DNA de interesse.

O méodo de Sanger basdia-se no usD de terminacies especificas, 0 2
3 didesoxinucleotideo 5' trifofato (dANTP), no dongamento da cadeia de DNA. Ege
andogo a0 2,3 desoxinudeotideo trifosfato (ANTP) pode ser incorporado peda DNA
pdimerase envolvida no dongamento da cadeia de DNA aravés do grupo 5
trifofao. No entanto, por causa do andogo néo ter grupo hidroxil na posicéo 3, de
néo forma uma ligacdo fodfodiéster com o proximo desoxinudeotideo-5' trifosfato e a
extensdo da cadea termina quando um andogo € incorporado.

Para 0 sequenciamento € necesskio que o produto da PCR sga
purificado, para evitar a presenca de dimero de primer e outras sequéncias que

possam interferir nareagdo de sequenciamento.



Resultados Gerais
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Resultados Gerais

As 220 amodras andisades no presente trabadho encaminhas a0
LHGDH, eram provenientes de diferentes estados do Brasl. As figuras 7 e 8 ilustram
a didribuicdo percentua das amodtras de cada regid do pais e dos respectivos
estados induidos na pesquisa

Com base nos resultados obtidos nos diferentes procedimentos, foi
possivd a indicagdo de um grande nimero de suspatas dgumes vaiantes de
hemoglobinas, entretanto, gpresentaram um  perfil deroforético ou cromatogréfico
muito diferente dos padrfes estabdecidos, sendo portanto, de dificil interpretacao.
Os diferentes mutantes foram agrupados condderando-se a cadeia globinica aterada;
dessa forma, nas tabdas 3, 4, 5 e 6 exfp rdacionados os resultados dos testes de
tiagem e confirmacdo deroforética das amodtras andisadas e as  respectivas
uspeitas resultantes das avdiagbes globais das cadeias a, b, d e g respectivamente.
A tabda 7 modra os resultados dos testes de triagem e confirmagdo eetroforética
paa as dteragbes de hemoglobinas resultantes de fusfo de cadeias, como a Hb
Lepore. A indusio do pefil cromaogréfico fadilitou o direcionamento das suspeitas
diagnédicas. Muitas variantes apresentam fragbes anormais na detroforese dcdina
gou &ida ou pefil cromaogrdico diferente do normd, sem no  entanto,
apresentarem dteragBes na detroforese de cadeias globinicas. Essas variantes estéo
apresentadas na tabela 8. Os detdhes dos perfis cromatogréficos encontramse nos
anexos Nas amodras agrupadas na tabea 9, ndo foi possivd a redizacdo da
detroforese de cadeias globinicas, pois a quantidade de sangue enviada era pequena
Em dguns individuos ndo foi possivd a redizacdo dos tedes de triagem e
procedimentos eetroforéticos, de forma que as suspetas foram indicadas peos perfis
cromatogréficos, como nos individuos AR023 e AR-025. Na tabda 10 etéo
relacionados os dados das amosiras que agpresentaram associagdo entre variantes de
hemoglobinas e natabela1l est@o agrupados os dados referentes as amostras que



4%

O Sudeste
Centro-Oeste
O Sul
ONordeste

58%

Fgura7: Vdores percentuals de individuos amostrados, provenientes de diferentes
regi®es do pais.

204 2%1% @ sP
3% 1%

5% MT
5% aMS

44% DRI

RS
O ES
SC
14% OMG
BA
15% SE

ORN

8%

Fgura 8. Vdores percentuas de individuos amodrados, provenientes de diferentes
estados do Brasil.



91

com pefil deroforético para Hb S ou C, mas que apresentaram fragbes anormais
pela andise por HPLC.

A tabda 12, que se encontra nos anexos, modra a andise por HPLC
com O equipamento Vaiant e o programa “beta thdassemia short” (BTS), com os
respectivos tempos de retencdo e porcentagem das fragbes de hemoglobinas
encontradas.

Os achados laboratoriais das metodologias clésscas (citologicas e
detroforéticas) paa o0 diagndgico de hemoglobinopaias, diados aos pefis
cromatograficos  obtidos por HPLC, nos forneceram indicagbes paa a andise
molecular.

As edratégias de andise foram desenhadas para cada um dos
principals mutantes e os resultados so gpresentados a seguir.



Tabela 3: Provaveis mutantes de cadeia alfa indicados a partir datriagem inicial (resisténcia osmética, morfologia
eritrocitaria e eletr oforese alcalina) e testes subsequentes (eletr ofor ese acida, de cadeias globinicas e analise por HPL C)

Amostras  Resisténcia Morfologia Eletroforese  Eletroforese  Eletroforese Perfil sugestivo da andlise por
Osmética®  Eritrocitéaria® Alcalina’ Acida* Caddias® HPLC®
AR-001 negativo +) Al AA dfa JOxford ou JNorfolk
AR-002 negativo (n/+) Al AA dfa JOxford ou JNorfolk
AR-005 negativo +) Al AA dfa JOxford ou JNorfolk
AR-017 negativo ) Al AA dfa JOxford ou J Norfolk
AR-029 negativo (++) Al AA dfa Atago/Ube-2/IMéx./JRov./IMededl ./ |
AR-030 negativo (n/+) Al AA dfa Atago/Ube-2/IMéx./JRov./IMeddl ./ |
AR-036 positivo €] AS AA dfa Winnipeg/ Russ/ G Philadelphia
AR-042 positivo (++) AF AF dfa Bart's
AR-055 negativo (n/+) ASH? AA dfa Q India/ Q Iran/ Winnipeg
AR-056 negativo (n/+) AFS+? AF dfa Q India/ Q Iran/ Winnipeg
AR-058 negativo (n/+) Al AA dfa N Baltimore
AR-061 negativo (n/+) ASH? AS? afa Hasharon
AR-070 positivo (+H++) AF+? AF dfa Joull
AR-071 positivo (+) AF+? AF dfa Joull
AR-075 negativo (n/+) AS AA dfa Winnipeg/ Russ/ G Philadelphia
AR-076 negativo ) AS A+? dfa Winnipeg/ Russ/ G Philadelphia
AR-094 negativo (n/+) Al AA dfa J
AR-116 sem registro sem registro A+? AF dfa J
AR-119 positivo (++) AS A+? dfa G Philadelphia
AR-138 negativo (n/+) ASH A? dfa Hasharon
AR-139 positivo +) AS? AS? dfa G Philadelphia
AR-146 negativo (n/+) ASH AS? dfa Hasharon
AR-157 negativo (n/+) ASH A+? dfa G Philadelphia
AR-168 negativo (n/+) AS AS? dfa Hasharon
AR-169 negativo (n/+) AS sem registro dfa G Philadelphia
AR-170 negativo (n/+) ASF+acimaC AF dfa
AR-174 negativo (n/+) AJH AA dfa JOxford
AR-175 negativo ) A +fracBoF/S A +acimaS dfa Tak, Queens
AR-176 negativo + A +fracdoF/S A +acimaS dfa Tak, Queens
AR-178 negativo + ASH AS dfa Hasharon
AR-184 negativo + A + banda S/F A+S? dfa
AR-185 negativo + ASH A+S? dfa Hasharon
AR-186 negativo + ASH A+S? dfa Hasharon
AR-187 negativo (n/+) ASH AA dfa
AR-188 positivo (+H++) AFSH AF dfa
AR-190 negativo +) AStac.A+ab  AS+abaixoS dfa Hasharon/alfatal
anidrases
AR-191 negativo (+H++) A+S/Fab.A2+ac AA dfa Hasharon
A
AR-206 negativo ) A +répida AF dfa JOxford
AR-207 negativo (n/+) A +répida AF dfa JOxford
AR-210 negativo (n/+) A+S?+banda AS? dfa Stanleyvillell ou G Philadelphia
anid.
AR-220 negativo + A+? A+Sfraca dfa Hasharon
AR-222 negativo + ASH A+? dfa Hasharon
AR-223 negativo (n/+) ASH A+7? dfa Hasharon

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemdlise, visualizam-se as linhas pretas da folha posicionada atrés dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas ndo sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com alteracdes discretas (+), ateracbes moderadas (++), alteragbes acentuadas (+++) e intermediarios (n/+), (+/++), (++/+++);
3 Padréo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

4 Padrao normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

5 Padr&o normal: cadeias normais; padréo alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPL C combinada aos testes anteriores.



Tabela 4: Provavels mutantes de cadeia beta indicados a partir da triagem inicial (resisténcia osmética, morfologia eritrocitéari
eletrofor ese alcalina) e testes subsequentes (eletr ofor ese acida, de cadeias globinicas e analise por HPL C)

Amostras Resisténcia Morfologia Eletroforese  Eletroforese  Eletroforese Perfil sugestivo da analise por
Osméticat Eritrocitaria® Alcalina® Acida* Cadeias® HPLC®

AR-010 negativo (n/+) AS AA beta AD-Los Angeles

AR-011 negativo +) AS AA beta Korle-Bu

AR-031 negativo (n/+) AS AA beta AD LosAngeles

AR-032 negativo (n/+) AS AA beta Korle-Bu

AR-033 negativo +) AS AA beta AD LosAngeles

AR-035 negativo (n/+) AS AA beta AD LosAngeles

AR-037 positivo (n/+) AS AA beta AD Los Angeles

AR-040 negativo (n/+) AS AA beta AD Los Angeles

AR-047 negativo +) AS A+? beta Korle-Bu

AR-048 negativo (+) ASF AF+? beta Korle-Bu

AR-049 negativo +) ASH? AA beta Korle-Bu

AR-059 negativo (n/+) AS AS beta

AR-060 negativo (n/+) AS AA beta AD LosAngeles

AR-063 negativo (+++) AFS AFS beta

AR-069 negativo (n/+) AJ AF beta Pyrgos, hope, K Woolwich,

AR-079 negativo (n/+) AFS? AS? beta Tak/G San Jose/ GSzuhu/

AR-098 negativo +) AS AA beta

AR-100 negativo +) A+? A+? beta

AR-102 negativo (n/+) A+? sem registro acimabeta

AR-103 negativo (++) AA2dim+?  semregistro acimabeta

AR-110 positivo (+) AC+? AC beta

AR-113 negativo (n/+) AF+? AA beta J-Bdtimore

AR-114 negativo (n/+) AF+? AF beta JBdtimore

AR-121 negativo +) AS AF beta AD-Los Angeles

AR-130 negativo (n/+) AS AA beta AD-Los Angeles

AR-131 positivo +) SS AA beta D-Los Angeles/talassemia beta

AR-132 negativo (n/+) AS AS beta

AR-133 negativo (n/+) AS AS beta

AR-135 positivo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles

AR-136 positivo (n/+) AdimFS AA beta AD-LosAngeles

AR-137 positivo + AS AA beta AD-LosAngeles

AR-141 negativo (n/+) AS?H AA beta Korle-Bu

AR-142 negativo (+) AS?H AA beta Korle-Bu

AR-143 negativo (n/+) AS?H AA beta Korle-Bu

AR-144 negativo (n/+) SS?H AS beta Korle-Bu/S

AR-147 negativo (n/+) A(SF)H AA beta Osu-Christiansborg

AR-148 negativo (n/+) A(SF)H AA beta Osu-Christiansborg

AR-149 positivo (+H/+++) ASH A? beta Sirirgj, Q Thailand

AR-156 negativo (++) SS Interm.A/S betaedelta/beta D-LosAngeles/Lepore

AR-158 negativo +) AS?+H AA beta

AR-160 negativo (n/+) AS+? ASF beta

AR-161 negativo +) AJ AA beta JBangkok

AR-163 negativo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles

AR-164 negativo + ASH A? beta

AR-171 negativo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles

AR-177 negativo +) A+acimaS AA beta G-San José

AR-179 negativo (H++) AS A+anormal beta

AR-180 negativo +) AS AA beta AD-Los Angeles

AR-196 negativo (n/+) AS AA beta AD-Los Angeles

AR-197 negativo (n/+) A +répida AF beta K, Candem, I-Philadelphia

AR-199 positivo (H+4) SS AA beta D-L os Angeles/talassemia beta




Continuacgdo databela4

Amostras  Resisténcia Morfologia Eletroforese  Eletroforese  Eletroforese Perfil sugestivo da analise por
Osméticas __ Eritrocitéria Alcalina® Acida* Cadeias® HPLC®
AR-200 negativo (n/+) ASH AA beta AD-LosAngeles
AR-201 negativo (n/+) ASH AA beta AD-LosAngeles
AR-208 positivo (+++) SSF AS beta SD-Los Angeles
AR-209 negativo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles
AR-212 negativo (n/+) AFS+H AA beta AD-LosAngeles
AR-213 negativo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles
AR-214 negativo (n/+) AS AA beta Korle-Bu
AR-215 negativo (n/+) AFS AA beta Korle-Bu
AR-216 negativo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles
AR-217 negativo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles
AR-218 negativo (n/+) AS AA beta AD-LosAngeles
AR-219 negativo (n/+) AS AA beta AD-Los Angeles
AR-221 negativo +) ASH AA beta AD-LosAngeles
AR-227 negativo +) A+acim. A AF beta JBaltimore
AR-228 positivo (+H++) AC AF beta AE
AR-234 positivo (++) AS AA beta AD-LosAngeles
AR-235 negativo (n/+) A +rapida AF beta JBdtimore
AR-236 Positivo (++) ASH AA beta A D-LosAngeles
AR-237 negativo (n/+) AS AA beta A D-LosAngeles
AR-238 negativo (+) ASH AA beta A D-LosAngeles
AR-239 negativo (+) ASH AA beta A D-LosAngeles
AR-240 negativo (+/++) ASF AF beta A D-Los Angeles

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemalise, visualizam-se as linhas pretas da folha posicionada atrés dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas ndo sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com alteragdes discretas (+), alteragdes moderadas (++), alteracdes acentuadas (+++) e intermedidrios (n/+), (+/++), (++/+++);
3 Padréo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

4 Padrdo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

5 Padr&@o normal: cadeias normais; padréo alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPL C combinada aos testes anteriores.



Tabela 5 Provaveis mutantes de cadeia delta indicados a partir da triagem inicial (resisténcia osmética, morfologia eritrocité
eeletroforese alcalina) e testes subsequentes (eletr ofor ese acida, de cadeias globinicas e andlise por HPL C)

Amostras Resisténcia Morfologia Eletroforese Eletroforese Eletroforese Perfil sugestivo da analise por
Osmdética®  Eritrocitaria®  Alcalina® Acida* Cadeias® HPLC®

AR-016 negativo (n/+) A+? AS? delta A, Pugliaou Udine

AR-019 sem registro sem registro A+? AA delta A, Pugliaou Udine

AR-041 negativo (+) A+? AA delta A, Pugliaou Udine

AR-090 negativo (+ A+? AF delta

AR-091 positivo (++) A+? sem registro delta

AR-092 negativo (n/+) A+? sem registro delta

AR-095 negativo ©) A+? AF delta Hope, Little Rock

AR-101 positivo (+++) A+? AA delta

AR-150 negativo ©) AAH AF delta Hope, Little Rock

AR-151 negativo ©) AF AF delta Hope, Little Rock

AR-167 negativo (n/+) A+anidr.+H AF delta A, Puglia, A, Udine, A,B;

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemdlise, visualizam-se as linhas pretas da folha posicionada atrés dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas ndo sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com alteracOes discretas (+), alteragdes moderadas (++), ateragdes acentuadas (+++) e intermediérios (n/+), (+/++), (++/+++);
3 Padrédo normal: AA; padréo alterado: diferente de AA;

4 Padréo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

5 Padr&o normal: cadeias normais; padréo alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPL C combinada aos testes anteriores.

Tabela 6: Provaveis mutantes de cadela gama indicados a partir da triagem inicial (resisténcia osmética, morfol
eritrocitaria e eletr oforese alcalina) e testes subsequentes (eletr ofor ese acida, de cadeias globinicas e analise por HPL C)

Amostras Resisténcia  Morfologia  Eletroforese Eletroforese  Eletroforese Perfil sugestivo da andlise pa
Osmética __ Eritrocitérid®  Alcalina® Acida* Cadeias® HPLC®

AR-012 negativo (n/+) A+? AF gama F Texas/ F Kuala Lumpur

AR-096 negativo (n/+) AA AF gama

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemolise, visualiza-se as linhas pretas da folha posicionada atras dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas ndo sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com alteragdes discretas (+), alteracGes moderadas (++), alteragdes acentuadas (+++) e intermedidrios (n/+), (+/++), (++/+++);
3 Padréo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

4 Padréo normal: AA; padrédo alterado: diferente de AA;

5 Padréo normal: cadeias normais; padréo alterado: cadeias afa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPLC combinada aos testes anteriores.



Tabela 7 Provaveis mutantes de cadeia delta/beta indicados a partir da triagem inicial (resisténcia osmética, morfols
eritrocitaria e eletr oforese alcalina) e testes subsequentes (eletr ofor ese acida, de cadeias globinicas e analise por HPL C)

Resisténcia  Morfologia  Eletroforese Eletroforese Eletroforese Perfil sugestivo da anali
Amostras  Osmética®  Eritrocitarid  Alcalina® Acida* Cadeias® por HPL C®
AR-026 negativo +) A+Lepore AA delta/beta Lepore
AR-034 negativo + A+Lepore AA delta/beta Lepore
AR-112 negativo (n/+) AF+? AA delta/beta Lepore
AR-145 negativo (+++) AS? AA delta/beta Lepore
AR-155 negativo Q) AS AF delta/beta Lepore
AR-211 negativo (n/+) AS AA delta/beta Lepore

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemalise, visualizam-se as linhas pretas da folha posicionada atras dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas n&o sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com ateracdes discretas (+), alteracbes moderadas (++), alteragles acentuadas (+++) e intermediarios (n/+), (+/++), (++/++
3 Padr&o normal: AA; padréo alterado: diferente de AA;

4 Padr&o normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

5 Padrd@o normal: cadeias normais; padréo alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPL C combinada aos testes anteriores.

Tabela 8: Provaveis mutantes com cadeias globinicas normais indicados a partir da triagem inicial (resisténc
osmética, morfologia eritrocitéaria e eletroforese alcalina) e testes subsequentes (eletroforese éacida, de cade
globinicaseandlise por HPLC)

Resisténcia  Morfologia Eletroforese  Eletroforese Eletroforese  Perfil sugestivo da andlise pc
Amostras  Osmética®  Eritrocitaria’ Alcalina® Acida* Cadedias® HPL C®

AR-057 negativo (n/+) AF+? AF normal St. Louis, Newcastle, Richmon
AR-106 negativo (n/+) AA AF normal
AR-107 negativo (n/+) AA AA normal
AR-108 negativo (n/+) AA AF normal
AR-109 negativo (n/+) AF A+? normal
AR-111 negativo (n/+) A+? AA normal
AR-152 positivo (+++) AF+ 2 bandas AF normal Providence

acimaA
AR-153 negativo + AA2aum+banda A +(SF) normal Richmond

acimaA
AR-14 negativo Q) A+banda acima AF normal

A+H
AR-166 negativo (++) A+banda A2 AA normal
AR-173 positivo +) AH +rgpida AA normal
AR-181 negativo (n/+) A+acimaA AA normal
AR-192 negativo (n/+) AA+H+2 A+S? normal Instével
fragBesA2

AR-193 negativo Q) AA2aum+banda AF normal

prox. A2
AR-194 negativo Q) A+acimaA AF normal
AR-226 negativo (n/+) AF +acimaA AF normal
AR-229 positivo Q) A+2 fracbes A2 A+S? normal Instével
AR-230 negativo (+H++) ASH +? A +acimaA normal
AR-231 negativo (+) A+acimaA A +abaixoS normal

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemolise, visualiza-se as linhas pretas da folha posicionada atras dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas ndo sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com alteracBes discretas (+), alteragdes moderadas (++), alteragbes acentuadas (+++) e intermediarios (n/+), (+/++), (++/++
3 Padrédo normal: AA; padréo alterado: diferente de AA;

4 Padréo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

5 Padréo normal: cadeias normais; padréo alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPL C combinada aos testes anteriores.



Tabda9: Provaveis mutantes sem registro de cadeias globinicas indicados a partir datriagem inicial (resisténcia
osmética, morfologia eritrocitaria e eletr ofor ese alcalina) e testes subsequentes (eletr ofor ese acida e analise por HPL C)

Amostras Resisténcia  Morfologia  Eletroforese Eletroforese Eletroforese Perfil sugestivo da andlise pr
Osmética®  Eritrocitaria®  Alcalina® Acida* Cadeias® HPLC®
AR-013 negativo (+) A+? AF semregistro  Shep.Bush/Mamo/NY /Chesap./
AR-015 negativo (n/+) AS ? semregistro  Hasharon
AR-018 negativo +) AF sem registro semregistro  Deer Lodge
AR-020 negativo (+++) A+? semregistro sem registro
AR-021 positivo (n/+) A+? ? sem registro
AR-022 negativo sem registro A+? sem registro semregistro  Shep.Bush/Mamo/NY/Chesap./
AR-023 semregistro  semregistro  semregistro  semregistro semregistro  Candem ou N Baltimore
AR-024 positivo (+H/+++) A+? sem registro sem registro
AR-025 semregistro  semregistro  semregistro  semregistro semregistro  Candem ou N Baltimore
AR-028 positivo (+H/+++) A+? sem registro sem registro
AR-053 negativo + AS sem registro semregistro  Okayama
AR-093 negativo +) A+? AF sem registro
AR-097 negativo (n/+) AS AS? sem registro
AR-104 negativo (n/+) A+? AF sem registro
AR-105 negativo (n/+) AC+? sem registro sem registro
AR-118 negativo )] AS+A2aum AS? sem registro
AR-182 negativo +) AH + répida AA sem registro
AR-183 negativo (n/+) AFH + AA sem registro
répida

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemalise, visualizam-se as linhas pretas da folha posicionada atras dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas nao sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com ateragdes discretas (+), alteracbes moderadas (++), alterages acentuadas (+++) e intermediarios (n/+), (+/++), (++/+++
3 Padrao normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;
4 Padréo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;
5 Padrdo normal: cadeias normais; padrao alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;
6 Suspeitas com base na andlise por HPL C combinada aos testes anteriores.

Tabea 10: Provaveis mutantes com associagdes indicados a partir da triagem inicial (resisténcia osmética, morfologia
eritrocitaria e eletroforese alcalina) e testes subsequentes (eletr ofor ese &cida, de cadeias globinicas e anélise por HPL C)

Amostras Resisténcia  Morfologia Eletroforese  Eletroforese Eletroforese Perfil sugestivo da analise
Osméticas  Eritrocitarid€  Alcalina® Acida® Cadeias® por HPL C®

AR-Q77 negativo (n/+) AFS AFS afaebeta Mamo/ Wood

AR-099 negativo ©)] AS AS? betae gama

AR-120 negativo (+/++) AS AS betae delta

AR-172 negativo (n/+) ASH+rdp AS+anormal dfa Grady + S+ afalivres

AR-203 positivo +) ACH A+2bandas beta C + variante

AR-204 negativo ") ASCH AS afaebeta AS+ Constant Spring

AR-205 semregistro  semregistro semregistro  semregistro afaebeta AS + Constant Spring

AR-224 negativo (n/+) AS? A+7? dfa S+G

AR-225 negativo (n/+) AFS+?+H AF+7? dfa S+G

AR-233 negativo (++) ASC AS dfa AS+ mutantede alfa

1 Nas amostras com resisténcia normal & hemdlise, visualizam-se as linhas pretas da folha posicionada atrés dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas ndo sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com alteragdes discretas (+), alteracdes moderadas (++), alteracles acentuadas (+++) e intermedidrios (n/+), (+/++), (++/+++
3 Padrdo normal: AA; padrao alterado: diferentede AA;
4 Padrdo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

5 Padr&o normal: cadeias normais; padrao alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPL C combinada aos testes anteriores.



Tabela 11: Provéveis mutantes com perfil de Hb S ou C indicados a partir da triagem inicial (resisténcia
osmatica, morfologia eritrocitéria e eletroforese alcalina) e testes subsequentes (eletroforese acida, de cadeias
globinicas e anélise por HPL C)

Amostras Resisténcia  Morfologia Eletroforese  Eletroforese Eletroforese Perfil sugestivo da
Osmética®  Eritrocitaria®  Alcalina® Acida* Cadedias® andlisepor HPLC®
AR-014 negativo (n/+) AS AS sem registro AS
AR-038 positivo (n/+) AS AA beta AS
AR-043 negativo (n/+) AFS sem registro sem registro AFS
AR-044 positivo Q) SF SF sem registro SF
AR-045 positivo Q) AS AS sem registro AS+ talassemia
AR-046 positivo (+++) AS AS sem registro AS
AR-050 semregistro  semregistro SS SS beta SS
AR-051 negativo Q) AS AS sem registro AS
AR-052 negativo (+H++) AS AS sem registro ASH
AR-062 positivo (n/+) SCF AF sem registro SFC
AR-064 negativo +) AS sem registro sem registro AS
AR-065 positivo ©) AS AFS sem registro ASH
AR-066 negativo (+/++) AS+H? AS sem registro ASH?
AR-067 semregistro  semregistro SF SF sem registro SFH
AR-068 negativo (++) AS ASF sem registro AS
AR-074 positivo (+++) SS SS sem registro SF
AR-078 negativo Q) AS? AS? beta ASH
AR-080 positivo Q) AS AS sem registro AS
AR-081 positivo (n/+) SC SC beta SC
AR-082 negativo (n/+) ACH AC beta ACH
AR-083 negativo Q) ACH+S? sem registro sem registro ASCH
AR-084 negativo (+H++) SC+F sem registro sem registro SCF
AR-085 negativo ©) SC SCAF sem registro C
AR-086 negativo (n/+) ACH AC+? sem registro ACH
AR-087 positivo (+H++) FACH sem registro sem registro FACH
AR-122 negativo +) AS AS beta ASH
AR-123 negativo (n/+) ASF+A2aum AS beta AS
AR-124 negativo (n/+) AS AS beta AS
AR-125 negativo (n/+) ASF AS beta AS
AR-126 negativo (n/+) ASF? AS? beta ASF
AR-127 negativo (n/+) AS? AS? beta ASH
AR-128 negativo (n/+) AS AS beta AS
AR-129 negativo (n/+) AS AS beta AS
AR-140 negativo (n/+) ASH ASF beta AFS
AR-159 negativo ©)] FS FS beta SS
AR-162 negativo (+) AS AS? beta AS
AR-165 negativo (n/+) AS+rapida ASF beta AS
AR-195 negativo (n/+) ASH+A2aum AS beta AS

1 Nas amostras com resisténcia normal a hemolise, visualiza-se as linhas pretas da folha posicionada atras dos tubos (resultado negativo);

Nas amostras com resisténcia aumentada, tais linhas ndo sdo visiveis (resultado positivo);

2 Células normais (n), com alteragdes discretas (+), alteragdes moderadas (++), alteracbes acentuadas (+++) e intermedidrios (n/+), (+/++), (++/++
3 Padrdo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

4 Padréo normal: AA; padrdo alterado: diferente de AA;

5 Padrdo normal: cadeias normais; padréo alterado: cadeias alfa, beta, delta, gama, delta/beta;

6 Suspeitas com base na andlise por HPLC combinada aos testes anteriores.



Discussao



Discussio Geral

A andie gad dos resltados obtidos permitemnos destacar
aguns aspectos rel evantes para discusséo.

A invedigacdo das vaiantes de hemoglobines por metodologias
césscas, que induem procedimentos detroforéticos em diferentes  condigdes
experimentais e HPLC resultou na confecgéo de tabelas, em que foram agrupados
os dferentes mutates de hemoglobines Muitess hemoglobinopatias sf0
regiondmente especificas e devido a intenso fluxo de imigrantes entre as
diferentes regides do mundo, hoje podem s encontradas em diversos paises. O
Brasl foi iniddmente colonizado por portugueses no bculo XVI, periodo em que
teve inido a miscigenacdo entre colonizadores e amerindias  natives.
Pogteriormente, com o tréfico de escravos, 0 negro passou a s o principad grupo
de miscigenacdo com o branco. Somente nos seculos XIX e XX, 0 pais passou a
receber imigrantes de diversas naciondidades, principdmente europdas, mas
também asdicas e do oriente médio. Atudmente, o Bradl € um pais dtamente
miscigenado e agoresenta intensa  heterogeneidade entre suas  diferentes  regides
(Sdzano e FrereMaa, 1967). Essa heterogeneidade é devida a0 padréo peculiar
de colonizacdo dessas regifes, uma vez que vaiou 0 nimero de individuos que
compuseram 0 estoque genético de cada grupamento énico parentd. A regido
Norte, por exemplo, € a que exibe a maor contribuicio amerindia, enquanto que
no QU do pais € obsarvada a maor proporcdo de caucasdides (Carvaho-Siva et
d., 2001). Apesx da maor pate das amodras andisadas serem provenientes dos
edados da regido Sudeste, acreditamos que essa populagdo  gpresente
caracteridicas encontradas por todo o pais, uma vez que 0 padrdo regiond de
miscigenacédo foi condderavelmente dterado pelas correntes de migragéo interna,
fazendo da regid Sudete o principd destino de grande contingente desses
migrantess.  Um estudo em que foran andisados 200 homens braslaros néo
relacionados, condderados brancos, provenientes de grandes centros urbanos das
quatro maiores regides geogrdficas do Bradl, modrou que individuos

goresentaram  vaores intermedi&ios entre europeus e africanos, segundo o indice



andisado. Desse modo, nota-se que a cor da pele ndo pode s utilizada como um
pardmetro na predicdo da ancedrdidade africana (Para et d., 2003). Fica
evidente que a grande variacdo de mutantes agui encontrada reflete a diversdade
genética da nossa popul ag2o.

Nas metodologias de andise foram induidos os tedes de
resgéncia globular osmdtica em doreto de Sidio a 036%, a andie da
morfologia eritrocitéria a fresco e a eeroforese em aceteto de cdulose, pH
dcdino, teses reconhecidos como de triagem inidd para hemoglobinopatias. O
tete de ressténcia globular osmética € utilizado para detectar tdassemia beta
principdmente na forma heterozigota, pois neses casos 0s eitrocitos microciticos
20 mas resgentes a hemdlise nessa lugdo.  Cerca de 97% dos portadores dessa
forma de tdassemia goresentam podtividade para ese tedte; entretanto, a
resséncia globular ndo € especifica para tdassemia beta heterozigota, ja que os
resultados podtivos sBo  encontrados também em  anemias carencias e outras
hemoglobinopatias, como os heterozigotos para hemoglobina C. Na andise da
morfologia eritrocitéria sGo avdiados o tamanho, a forma e a coloragdo dos
gitrocitos Também ndo é um teste especifico, pois em anemias ferroprivas
encontranse  cdulas com microcitose e hipocromia, dteragfes observedas na
tdassamia beta heterozigota e nos portadores de associagbes de hemoglobinas
anormas, como Hb D-Los Angees e tdassemia beta, por exemplo. A
eetroforese em pH dcdino pode s redizada em diferentes suportes, como o
acdtao de cdulose ou g de agaoses E utilizada para a qudificagio e
guantificacdo de hemoglobines normas e anormas As diferentes mobilidades
eetroforéticas das hemoglobinas anormais B0 originadas por dteragfes de carga
glélricay causadas por  subdituicdes de aminoacidos no  polipeptideo. As
ubgituigdes que ndo dteram a caga totd da proteina geram  hemoglobinas
anormas gue apresentam a mesma migracéo que a Hb A.  Da mesma forma, as
proteinas geradas por subgtituigdes com cargas semehantes a outras variantes,
goresentardo migracéo Smilar neste pH.  Os testes de triagem, isoladamente ndo
S0 execificos paa quasguer hemoglobinopatias, porém em combinacdo, podem
axilir no diagnédico da dteacdo e direcionamento dos procedimentos



Ubsequentes e gudar a entender os processos fisopatoldgicos associados a0
distirbio genético em questéo.

A identificacio de hemoglobinas anormais em detroforese, pH
dcdino é a meodologia mas amplamente utilizada, por seu baxo cudo e
fadlidade de manusdo, permitindo diginguir as amodras com hemoglobinas
normas das vaiantes porém, como Sua senshilidade € limitada, ndo é possive
discriminar a hemoglobina S de outras variantes que agpresentam 0 mesmo  padréo
de migracéo.

Alguns testes subsequentes, como eetroforese em gd de agar, pH
&cido e detroforese de caddas globinicas em acatao de cdulose, pH dcdino
foram redizados. A detroforese em gd de &ar fodfao, pH 6,2 € epecifica para
diferenciar dguns tipos de hemoglobinas mais lentas que a hemoglobina A como
por exemplo, Hb S das Hb D e a Hb C da Hb E, que em pH acdino goresentam
co-migracéo, dificultando sua andise.  Entretanto, as variantes D-Los Angdes e
Korle-Bu agoresentaram 0 mesmo  perfil  detroforético nestes  procedimentos, ou
sgam migram de forma semdhante & Hb S em pH dcdino, como Hb A em pH
acido.

A ddroforee de cadeias globinicas, pH dcdino s conditui em
uma pré-andise molecular. Essa técnica goresenta boa resolucdo para 0s mutantes
de cadea dfa e beta; para os mutantes de cadeias gama e delta, sua sensibilidade é
limitada, uma vez que edes genes SBD express com maor intenddade em
periodos definidos do deservolvimento enquanto  que no individuo  adulto,
expressamse em pequenas quantidedes. Também goresenta limitagbes com
rdacdo a dgumas vaiantes, como por exemplo, Hb D-Los Angdes e Hb Korle-
Bu, pois goresentam uma fracdo smilar a b° na eetroforese de cadeias globinicas.

A focdizacdo isodétrica, gpesr de ser bagtante especifica quanto
a0 padrdo de migracdo, ndo forneceu dados dgnificativos para nossas andises,
pois com 0 equipamento utilizado ndo foi possivel a visudizagdo das diferences
entre variantes que goresentam pontos isodéricos semdhantes. A utilizacéo
gpenas dessa metodologia pode levar a diagnddticos imprecisos e sugerimos sua



utilizacdo para complementar resultados e no rastreamento de hemoglobinas
anormas.

O edudo de hemoglobinopatias por HPLC ndo permite afirmar
concretamente 0 mutante encontrado na grande maioria dos casos, mas pode s
utilizado como tete complementar na identificacdo dessas anormdidades. A
padronizacgdo dos tempos de retencdo foi feita na populagdo norte americana
Tomnma-2 necessyia a padronizacdo dos resultados normais e das hemoglobines
vaiantes para a populacdo bradleira, dém do estabelecimento dos padrdes para
cada laboratdrio, consderando que pequenas vaiagdes nos tempos de retencéo
das fraces de hemoglobinas sfo acataveis.

Apés a redizacdo deses testes e da andise por HPLC foram
edabdecidas as suspatas para 0s provavels mutantes. Em dguns casos, néo foi
possivd 0 edabdecimento de sugpeitas, uma vez que os padrBes detroforéticos
ou cromatogréficos diferiam dos pefis conhecidos, sem a identificacdo dos
mutantes.

Da grande vaiedade de resultados encontrados, adgumas variantes
de hemoglobinas foram andisadas moleculamente, como as Hb D-Los Angdes,
Hb E e Hb Hashaon. Novos estudos s& redizados poderiormente para
elucidaco das diversas mutagies e casos duvidosos,

As amodras de Hb D-Los Angdes avdiadas nede trabadho
goresentaram  padrBes de migracdo nos procedimentos  detroforéticos  compativels
com 0s descritos na literatura  Pela andise da HPLC, a maioria das amodras
foram duidas na janda de Hb D, com excegdo de poucas amodras euidas na
janda de Hb S.  Os pefis detroforéticos auxiliaram na ducidacéo desses casos.
Pda HPLC o tempo de retencdo médio para a janda de Hb D foi de 4,24 com
minimo de 41 e m&imo de 4,32, datro dos limites estabelecidos pelo fabricante,
porém com vaiacdo menor. Exigsem dados discordantes na literatura quanto a
porcentagem de Hb A2 nas amodras com Hb D-Los Angdes Em nossos
achados, a grande maioria das amodiras andisadas gpresentaram vaores abaixo da
normdidade. A co-heranca de Hb D-Los Angdes e tdassemia beta poderia ser
confundida com homozigose paa Hb D, fao ducidado pea utilizacdo de técnices



moleculares dém da avdiacdo por HPLC. A asociacéo de Hb D-Los Angdes
com outras variantes, como as destritas nesse trabaho, ndo sfo inesperadas se
levarmos em condderacdo a grande miscigenac@o racid ocorrida no Bradl. Sua
invedigecdo € de extrema importdncia paa 0 edabedecimento de conduta
adequada, dém do aconsd hamento genético.

A Hb E agresenta uma dta frequéncia em determinados paises,
como a Taléndia e o Camboja Sua heranca juntamente com tdassemia beta
goresenta manifestagbes  clinicas que vaian de dntomas brandos a graves,
tornando-se um dos maiores problemas de salde plblica nesses paisess. No Bradl,
poucos individuos portadores dessa vaiante foram descritos  Sua frequéncia
anda € baxa maes tem aumentado devido as mehorias nos procedimentos de
diagnédtico laboratorid e a0 crescente fluxo migratdrio dos paises Asaicos para
as Américas.

Apesar de dguns relatos na literatura, poucas informagdes podem
ser obtidas a rexpeto da variante Hasharon. O diagndgtico correto é importante
pois esa hemoglobina goresenta migracdo semehante a Hb S em pH dcdino,
sendo entretanto, um mutante de cadela dfa  Ede fato pode ter subestimado sua
frequénda no Brasl, uma vez que é comum em itdianos povo com grande
influéncia na formacéo da populacdo brasileira, egpecidmente no sudeste e sul do
pas dém diso, os procedimertos de andise laboratorid em sua maoria
utilizados o0 os ddroforéticos. Pda sua condicdo benigna em heterozigose, €
rastreada principa mente em estudos populacionass.

Fato que merece atencdo € a presenca de mas de uma suspeita
diagnédica para alguns mutantes. Pelas técnicas cléssicas de andise, muitas
vezes ndo foi possivel definir gpenas uma mutacdo sugpeitas € Sm um grupo de
uspatas cujas hemoglobinas se comportan de mandra semehante nos testes
redizados. A utlizacdo de mgpas de migracdo fadlita a identificacdo das
possiveis variantes, entretanto, tais mapas apresentamrse incompletos diante dos
mas de 800 tipos de hemoglobinas diferentes Os manuas com pefis

cromatogréficos auxiliam nainterpretacdo, mas também esto incompletos.



Algumas vaiantes apesy de diferirem em  procedimentos
eetroforéticos eou cromaogréficos apresentaram o perfil eeroforético para
cadeias globinices compativd como o padrdo normd.  Provavdmente
vaiantes goresentam mutagBes que ndo dteram a carga eétrica da globing, dessa
forma a globina dterada migra na mesma poscéo das globinas normas.  Algumas
anodras devem s novamente investigadas, pois goresentaram  padrGes normais
nos procedimentos detroforéticos, sendo induidas na tabea 8 por apresentarem
uma pequena banda anorma pela andise por HPLC.

Nas amostras em que ndo foi possivd a redizacdo da detroforese
de caddas globinicas tornou-se dificil o edabdecimento de suspeitas, uma vez
gue o conhecimento da cadeia mutada pode direcionar a procura pela variante que
mai's e asseme he aos resultados obtidos nos procedimentos anteriores.

Algumas hemoglobinas goresentaram  pefil  detroforéico  muito
paecido com Hb S ou Hb C em pH dcdino, diferindo apenas em dguns
procedimentos  eetroforéticos ou goresentando uma fragdo anormd na HPLC.
Denotaese que 0 reconhecimento das hemoglobinas anormas, mesmo as mas
conhecidas, como Hb S e C dever s redizado com a utilizacdo de técnicas
adequadas e de boa senshilidade desse modo, é imprextindive a utilizacdo de
vaias meodologias para a identificacBo do mutante ou o direcionamento da
andise molecular para a caracterizacdo da variante.  Testes moleculares devem ser
redlizados para a confirmacao dessas suspeitas.

Outro aspecto a s discutido € a mehoria das técnicas de andise
paa hemoglobinopatias. As metodologias mais antigas tém ddo gperfeigoadas,
permitindo uma mehor definicio de bandas nos procedimentos  detroforéticos
Além diso, a utilizacdo da HPLC paa a identificacdo das hemoglobinas variantes
e das caddas globinicas dteradas tem aumentado. A HPLC é um méodo de
identificacd0 de maor acuracia do que os procedimentos eetroforéicos. O
sdema automatizado é de fél manusdo e os reslltados sfo  goresentados
rgpidamente.  Entretanto, pequenas variaches no tempo de duicdo da coluna
cromatogréfica podem levar a identificacéo erada, pois a hemoglobina variante
pode ser duida em outra janda, como descrito em noss resultados.  Além disso,



dgumas vaiantes ndo S0 €eluidas em jandas proprias, como 0 can das Hb
Lepore ou Hb E. Dessa forma, € necessiria a averiguacdo dos dados por meio de
procedimentos eetroforéticos. Além disso, dgumes vaiantes sGo duidas na
mesma janda que outras como por exemplo a Hb Korle-Bu, que apresenta
comportamento  detroforético idéntico a Hb D (detroforese em pH dcdino e
&ido e ddroforese de cadeias globinicas, pH dcdino) dém de s duida na
mesma janda (Hb D), diferindo apenas no tempo de retencdo e no pefil
cromatografico, com desvio da linha de base. Fazse assm necessiia a utilizacdo
de técnicas anda mas sensiveis para ducidacdo da suspeta e a asociagdo de
varias delas para o diagndstico preciso.

A técnica de PCR é uma feramenta na biologia molecular
extremamente podeosa  Muitas mudancas tém ddo introduzides, mehorando-a
cada vez mas e ampliando sua utilizagdo. Aliada as endonucleases de redtricéo
condituem um importante indrumento de andise, posshilitando a identificacéo
acurada de inlmeras vaiantes. Os RFLP sfo definidos pda exigéncia de
fragmentos de restricdo que diferem em tamanho gpGs a acdo dessas enzimes. A
deteccdo de um RFLP, por § 90, ndo revela informagbes sobre 0s mecanismos que
geraam o0 ddo mutante, sendo necessaios portanto, estudos mais gorofundados
sobre tais mecanigmos.  Entretanto, sua presenca pode, muitas vezes, s utilizada
COmMOo um marcador genético, ou como nese estudo, para confirmacdo da mutacéo
gue leva aformacéo de variantes de hemoglobina.

Os ddos mutantes também podem s identificados aravés da
metodologia ASO na qud uma sonda é sSntetizada, com comprimento ided paa
permitir uma hibridecio especifica e diferencid, baseeda na subdtituicido de um
unico nucleotideo. A hibridacdo ocorrerd gpenas se a sonda eo DNA dvo forem
totdmente complementaress A metodologia PCR-ASO € um teste rdpido e
especifico, tornando-se um meétodo Uil paraa andise genética

Cada metodologia aoresenta  limitagbes na  identificacdo  das
hemoglobinas anormas e a comigragdo pode subesimar a frequéncia de agumeas
vaiantes (Moscoso et d., 1990). Portanto, a combinacdo de vérias técnicas como

a deroforese em acetato de cdulose, pH dcdino, detroforese em gd de &gar, pH



acido, focdizacdo isodétrica, detroforese de cadelas globinicaa, HPLC e estudos
moleculares parece ser necessria para a identificacdo acurada das hemoglobinas
vaiantes (Clarke e Higgins, 2000; Wacman, et d., 2001).

O edudo familid também pode auxiliar no exdaecmento de
herancas complexas, como a interacdo de Hb E, Hb Lepore e tdassemia dfa
(Viprekest e d., 2002) ou exduir a homozigose paa as vaiaites de
hemoglobinas como dtado por Ozsoylu (19700 em que um individuo foi
eroneamente diagnogicado como homozigoto paa Hb D e podeiormente foi
identificado como portador de Hb D e talassemia beta.

O correto diagndgtico laboratorid € de grande importancia para as
formas interaivas de hemoglobinas, especidmente no Brasl, tendo em vida os
inimeros casos de assodiacdo de  hemoglobinopetias, dém de vaiantes que
gpresentam co-migragdo, como 0S casos agui descritos de interaggo entre Hb D-
Los Angeles e taassemia beta, Hb D-Los Angeles e Hb S ou Hb DLos Angdes e
Hb Lepore todos esses casos podem s erroneamente identificados como Hb D-
Los Angeles ou Hb S em homozigopsee A Hb Hashaon também goresenta
migragdo semelhante a Hb S em pH dcdino enquanto a Hb E migra de forma
semehante a Hb C. A ocorréncia de tais associagOes exige, portanto, que todos os
recursos diagnédicos, em nivel  laboratorid sgam  utilizados, em  benefido do
paciente e seus familialess O esdlarecimento diagndstico destes casos €
fundamenta, tanto para o correto aconsdhamento genético quanto para evitarem:
e tratamentos inadequados ou desnecessrios dos seus portadores.

O aconsghamento genético depende de um diagnddtico preciso e
da definicdo da eiologia quando possvd. Com base na higoria familiar, testes
goropriados e conhecimento da literatura, fazse uma edimdiva do risco de
recorréncia. O processo de aconsdhamento pode estender-se a outros membros
da familia, que estgam sob risco de desenvolver uma doenca em questédo ou ter
filhos afetados. As decisdes sobre ter filhos, usar medidas contraceptivas, fazer
diagnddico préndd devem s tomedas peos individuos envdlvidos com o
auxilio do aconsdhedor. Os programas de triagem neonatd, para identificar



individuos portadores sf0 um importante demento dos programes de
aconsghamento genético (Nora e Fraser, 1991).

Além disso, o diagnddico prénatd das hemoglobinopatias, como
no caso da asociagdo de Hb S e D pode ser redizado, resultando na continuidade
da gravidez ou ndo, nos paises em que o aorto é legdizado ou na adogdo de
medidas profiléticas precoces. Outra preocupacdo que devera tomar lugar nos
proxXimos anos sera a andise em oocitos doados para métodos de reproducéo
assdida, uma vez que foi redlatada a co-heranca de Hb DLos Angdes e Hb S em
uma crianca gerada a partir de oocito doado, fecundado com o espermaozdide do
pa, portador de Hb S (Athanasou-Metaxa et d., 2002).
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Resumo

A vaiate de hemoglobina (Hb) D mas comum, Hb D Los
Angdes ou D Punjeb, é originada de uma transversio GAAOCAA no cddon 121
da globina betay essa mutacdo resulta na subdituicdo do &dido glutdmico por
glutamina na proteina E a terceira vaiante de hemoglobina mas frequente da
populacdo braslera  Como as hemoglobinas D goresentam migracdo sSimilar a
Hb S em pH dcdino, e como Hb A em pH &cido, S50 necessxios vaios testes
para o correto diagnogtico.

No presnte edudo oObjetivou-se  rdacionar os  diferentes
procedimentos laboratorias de rotina diagnodica, dém da andise molecular, para
estabelecer o perfil de Hb D-Los Angdles no Bradl.

Foran andissdos 47 individuos da populagdo breslera  com
provivd Hb D-Los Angdes por vaios procedimentos detroforéticos em
diferentes condicBes de pH, dém da cromatografia liquida de dta presso, e testes
moleculares para confirmacéo da mutacao.

Foram encontrados quetro tipos de combinagbes de hemoglobinas
42 individuos portadores de hemoglobina AD-Los Angdes dois individuos com
doenca de Hb S/D-Los Angdes dois individuos com Hb D-Los Angdes e
tdassemia beta e um individuo com Hb D-Los Angees e Hb Lepore.  Os
individuos heterozigotos para D-Los Angeles sdo assntomaticos, entretanto, em
associacdo com outras variantes e tdassemias podem gpresentar graus variaveis

de manifestagbes dlinicas.



Os reslltados apresentados  enfdizaam a necessidade  da
as0ciaci de véias metodologias para a identificacd da Hb D-Los Angdes,
adém de auxiliar naeucidacdo de combinagdes raras.

Pdavraschaves  Hemoglobina D-Los Angdes  Diagndgico  laboratorid,
Hemoglobinopatias.



Electrophoretical, chromatographyc and molecular valuation of Hb D Los
Angelesin Brazil
Abgtract

The most common Hb D vaiant, the Hb D-Los Angdes, dso know
as Hb D-Punjab, is originated through a GAAOCAA change a the 121 codon of
the ? globin gene this mutation results in the replacement of glutamic acid for
glutamine in protein. It is the third most common hemoglobin variant in Brazilian
population. This vaiant has dectrophoretic migration on dkdine pH gmilar to
Hb S and identicd migraion to hemoglobin A in addic pH. Thus seved
techniques are necessary to the apropriate diagnosis.

The purpose of this trid was to rdae the different laboratorid
techniques and molecular andyses to determine the profile of Hb D-Los Angdes
in Brazil.

Foty seven individuds from Brazlian populaion with Hb D-Los
Angdes have been dudied. Multiple dectrophoress in severd  expeimentd
conditions have been caried out, in addition to high peformance liquid
chromatography (HPLC) and molecular andydis to confirm this mutation.

Four compound heterozygotes have been obsarved: 42 individuds
heterozygous Hb AD-Los Angdes 2 with Hb SD-Los Angdes dissese 2
individuals with Hb D-Los Angdes and betathalassemia and 1 with Hb D-Los
Angdes and Hb Lepore The heerozygous hemoglobin D-Los Angdes is
asymptomatic, even though its associaion with other variants and thadassemias

may present variable degrees of clinica manifestations.



The rexults presented have emphasized the dgnificance of
association of different laboratoria techniques for the D-Los Angdes diagnoss

and have hdped to ducidate rares combinations.

Keywords Hemoglobin D-Los Angdes, Laboratorid diagnosis,

Hemoglobinopethies.



Introducéo

As vaiantes de hemoglobinas foram estudadas extensvamente nos
dltimos anos. A hemoglobina D (Hb D) foi descoberta em 1951 por Itano e é a
tercaira vaiante de hemoglobina mais comum depois das hemoglobinas Hb S e
Ho C™ # ®. A Hb D apresenta mobilidade detrdforética smilar & Hb S em pH
dcdino e na poscdo da Hb A em ge de &gar em pH &cido. A Hb DLos Angdes,
também conhecida como D-Punjab, é a mas comum das hemoglobinas D, sendo
originada da transversio GAAOCAA no cidon 121, (éxon 3) do gene da globina
beta Essa mutacdo resulta na troca do &cido glutdmico por glutamina durante o
processo de tradugéo(4). Essa hemoglobina é descrita tanto em heterozigose como
em homozigose, dém da combinacdo com Hb S ou tdassamias dfa ou bete®. Os
individuos heterozigotos e homozigotos S8  assntomaicos enquanto 0s  que
goresentam associacao com Hb S ou tdassemia beta podem desenvolver anemia
hemolitica de discreta a moderada™ .

Apesy de s> possivd a difeenciacdo  pdos  méodos
eetroforéticos descritos acima, tas metodologias possuem  limitagdes, uma vez
gue dgumes vaiantes goresentam comportamento  detroforéico  Imilar, por
possuir propriedades bioquimicas €lou fundionais muito semehantes como é o
casn das hemoglobinas D e S em pH dcdino® * * % ”. Desse modo, dém da
deroforese dcdina sSBo0 necessaios testes confirmadrios para 0 correto
diagnogico, como detroforese  &cida, cromatografia liquida de dta pressto
(HPLC), focdizacdo isodérica (IEF), detroforese de cadeias globinicas e a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular, como a reecdo em cadeia da
polimerase (PCR), andise dos fragmentos de restricdo de diferentes tamanhos
(RFLP) e sequenciamenta™™.

No presente edudo objetivou-se reacionar os  diferentes
procedimentos laboratoriais de rotina diagnddica, dém da andise molecular, para
estabelecer o perfil de Hb D-Los Angdes no Brasil.



Material e Métodos

Foram andisadas 47 amodras de sangue periférico, sendo 19
provenientes de individuos do sexo masculino e 28 do sexo feminino, com idades
gue vaiaram de recém nascidos aé 58 anos. Essas amodras, oriundas de sete
esados do Brasl — RS, SC, SP, RJ, MT, MS e SE, foram enviadas ao Laboratdrio
de Hemoglobinas e Genética das Doengas Hematologicas — UNESP. O sangue foi
cdetado em frasco edéil com atticoagulante EDTA 5%, gods consentimento
informado. Para a determinagd0 dessa variante, foram redizados tedes de
triagem, que conddiram de resgéncia globular osmdtica em NaCl a 0,36%(9),
andise da morfologia eritrocitéria a fresco™® e eetroforese dcdina em acetato de
cdulose utlizando-se tampdo TrissEDTA-borao em pH 8,5(11). Como
procedimento de confirmagdo, foram redizadas as deroforesess em &ga com
tampdo fodfato pH 6,2(12); de cadedas globinicas em acetato de cdulose com
tanpdo TrissEDTA-borato, uréa e meroqotoetmol(ls); focdizacdo isoeérica em
gd de agarose(l4) e comatografia liquida de dta pressio (HPLC), com o
equipamento  VARIANT (BIO-RAD), utlizando-se o kit de diagndgico para
talassemia beta heterozigota.

Paa as andisess molecularess o DNA foi obtido dos globulos
brancos aravés do méodo de extracdo fendlica™ e o éon 3 da globina beta foi
amplificado aravés da reacdo em cadea da polimerase(le). A sequéncia de
primers utilizada na reeco de amplificacdo foi: Primer sense - CD1 5 TGC CTC
TTT GCA TTC TA 3 e Primer anti-sense — CD2 5TAG AAT GGT GCA AAG
AGG CA 3. Do produto amplificado, cnco micrdlitros foram digeridos com a
endonuclease de restricdo EcoRI de acordo com as ingdrugbes do fabricante e o
produto da digetdo submetido a detroforese em gd de poliacrilamida para
observacéo das bandas mutantes e/ou normais. O codon 121 gpresenta um Sitio de
digestéo para a enzima EcoRl no ddo normd, que é exduido no mutante D-Los
Angdes, permitindo a andise por PCR-RFLP. A diget@ do ddo normd gera
produtos de 296pb e 268pb enquanto que o ddo mutante goresenta uma Unica
banda de 564pb. Os casos dwidosos foram submetidos a reecéo de



sequenc amento™".

Na presenca de associacdo com  outras varantes ou
tdassemias, foram redizados testes moleculares por PCR-ASO, com kits nmDx

(BIO-RAD) para confirmacao.



Resultados

Os resultados obtidos nos procedimentos de triagem e testes
ubsequentes dos individuos investigados com suspeta de serem  portadores de
hemoglobina D-Los Angdes estéo rdacionados na tabda 1. Dos individuos
andisados, 80% apresentaram resultado negativo quanto a resgténcia ogmdtica
em NaCl 036%. Alteragbes discretas quanto a morfologia eritrocitaia foram
destritas na maioria dos individuos. O pefil detroforético dos heterozigotos,
com uma fracdo hemoglobinica na posicdo de Hb A e outra semehante a Hb S foi
encontrado na maor pate dos casos, com excegdo de cinco amodras, que
goresentaram perfil homozigoto para Hb S; trés amosiras com presenca de Hb F e
uma amodra com padréo homozigoto para Hb S dém da presenca de Hb . A
presenca de Hb F e vaores baixos de Hb A e da fragdo semehante a Hb S na
amodra AR-136 j4 era esperada por s tratar de um recémnascido.  Alguns
individuos, gpesr de adultos também goresentaram fragbes na posicio de Hb F.
As doze amosras com presenca de Hb H em detroforese dcdina foram
investigadas por metodologias especificas, gpresentando  resultados negativos para
tdassemia dfa Em agumas amodras ndo foi possive a redizacdo dos testes de
ressténcia ogmdtica e morfologia eitrocitaia devido a pequena quantidede de
meteria enviado.

Nas andises detroforéticas em pH é&cido, a maoria das amodras
goreentou perfil detroforéico de Hb AA, sugerindo variante do tipo D. Cinco
amodiras gpresentaram uma fracdo na faixa de Hb F e duas amodtras o padréo de
“doenca de Hb SD”, ou sga pefil homozigoto paa Hb S em pH dcdino e do
heterozigoto AS em pH &ido. Todas as amodras andisadas gpresentaram perfil
detroforético smilaa a Hb D em pH dcdino e &adido, e confirmadas como
mutantes de cadeia beta peo procedimento especifico de andise de cadeas
globinicas.  Inlmeras vaiantes goresentam o0 padrdo de migracdo Smilar as
hemoglobinas do tipo D; entretanto, muitas S50 mutantes de cadela dfa Desse
modo, a utilizacdo da eeroforese de caddas globinicas foi necesskia para a
identificacio dessss variantes como do tipo D. E possivd diferendar a Hb G



Philaddphia, que é um mutante de cadea dfa da Hb Korle-Bu, mutante de cadea
beta Ainda assm, ndo seria possive a identificacdo entre Hb D-Los Angdes e
Hb Korle-Bu, pois as duas vaiantes goresentam as fragbes mutantes com o
mesmo padrdo de migragéo.

Na tabela 2 encontramse os dados da andlise por HPLC com o kit
de diagnégtico para tdassemia beta heterozigota (BTS) e equipamento VARIANT
(BIO-RAD). Esse dgema identifica as Hb A2 e F como padrdes quantitetivos e
permite a determinac@o das hemoglobinas variantes mas comuns, como as Hb S
C, D e E, en ss minutos de andise por amostra de sangue. A identificacdo
dessas variantes € baseada em tempos de retencéo especificos em coluna de
comatografia  de troca ionica, identificadas em  “jandas’  previamente
edabelecidas pdo dgema Algumas amodras gpresentaram pequenas fraches de
hemoglobinas identificadas como “desconhecides’ (Desc. 1, 2 e 3) peo goardho.
Essas fragbes possvelmente sdo decorrentes de arrastes de amodtras anteriores.
Trés amodiras que na eetroforese dcdina goresentaram uma fracdo pequena de
Hb F, modraran vdores pecentuas aumentados dessa hemoglobina quando
avdiadas por HPLC. Os vdores médios de Hb AO estéo proximos de 50%. Paa
a Hb A2, a grande maioria das amodras andisadas gpresentaram vaores abaixo da
normdidede.  Alguns individuos entretanto, goresentaram vadores mas eevados,
com destaque para a amodra AR-156. Os vaores da Hb A e