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Resumo

As hemoglobinopatias sédo doencas hereditarias que incluem talassemia e doenca falcifor-
me. O objetivo do presente estudo foi destacar a interagéo entre a variante Hb S, formas
talassémicas (beta talassemia por IVS1-6) e a variante Hb B2. Os exames realizados foram
hemograma completo, eletroforese de hemoglobina em pH acido e alcalino, dosagem de
hemoglobina A2, Cromatografia Liquida de Alta Performance e investigacédo molecular.
Esse relato evidencia a interacdo entre os polimorfismos de hemoglobina na populagéo
brasileira e a necessidade de adequada interpretacdo dos resultados de testes classicos
para a melhor compreensao dos casos.
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INTRODUGAO

As hemoglobinopatias sdo um grupo heterogéneo de
doencas genéticas hereditarias caracterizadas por defeitos
qualitativos na molécula de hemoglobina (Hb), resultando
em variantes por mutag¢des pontuais ou por anormalidades
quantitativas nos genes reguladores para a sintese das
cadeias polipeptidicas da hemoglobina, como as doengas
falciformes e as talassemias, respectivamente.™

A Hb S é o resultado de uma mutagao pontual que
leva a substituicdo de um residuo de aminoacido na
posicéo seis da subunidade da beta globina (6Glu-Val)
e que, quando herdada em homozigose (Hb SS), causa
anemia falciforme. A interacdo entre Hb S e beta talasse-
mia € uma condigdo comum decorrente da co-heranca
de um alelo mutante da hemoglobina S (Hb S) e de outro
que carrega um dos alelos mutantes da beta talassemia,
sendo representado por Hb S/B tal. Os portadores desta
doenga falciforme apresentam quadro clinico que varia
de anemia levemente sintomatica a grave, decorrente da

grande variedade de alelos da beta talassemia mutantes,
parcialmente (3*) ou totalmente (B°) inativos para a pro-
ducao da cadeia de beta globina.??®

Em termos de diagnéstico laboratorial, diferenciar Hb
S/B°de Hb S/B* apenas pelos valores hematolégicos pode
apresentar alguma dificuldade, resultante da variabilidade
clinica individual. Exames laboratoriais especificos e teste
de biologia molecular, com estudo familiar, sdo necessarios
para estabelecer herangas e definir o perfil de hemoglobina
do paciente.®

A hemoglobina B2 (Hb B2) € uma variante decorrente
da mutagao no gene da delta globina, causando a troca de
um aminoacido Glicina (Gly) por uma arginina (Arg) na 162
posi¢do da cadeia delta globina.®% Em portadores da variante
Hb B2, os valores de hemoglobina A2 (Hb A2) sdo reduzidos
em razao da sintese de cadeias delta globina mutantes em
heterozigose. Além disso, os individuos portadores de Hb
B2 nao apresentam manifestagdes clinicas significativas,
devido ao baixo nivel de producédo dessa variante e ao
contetdo total de Hb nos eritrécitos.®
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O objetivo do presente estudo foi descrever um caso
de interagao entre Hb S/B tal e Hb B2 em um nucleo familiar
de uma crianga que teve o diagnéstico primario de anemia
falciforme realizado por meio de testes de triagem neonatal.

RELATO DE CASO

Crianga do sexo masculino, 1 ano e 9 meses, misci-
genada, acompanhada em centro de referéncia em triagem
neonatal, apos diagndstico prévio de anemia falciforme pelo
Programa de Triagem Neonatal no Brasil. Clinicamente, a
crianga apresentava crises dolorosas, infec¢des recorrentes
desde o nascimento e recebia transfusdes de hemacias
esporadicamente. Diante da constatacdo de divergéncia
entre o quadro clinico apresentado pela crianga e o esperado

Tabela 1 — Resultados laboratoriais da familia.

para a anemia falciforme, foi solicitado estudo genético da
familia (pai, mae e filho), para elucidar o diagndstico inicial.
As amostras de sangue foram submetidas a testes iniciais
de triagem para hemoglobinopatias e, posteriormente,
foram submetidas a confirmagao do perfil eletroforético e
cromatografico por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC-BIORAD®) e pesquisa de mutacgdes por biologia
molecular. A Tabela 1 mostra o resumo dos resultados
obtidos na andlise das amostras.

A crianga apresentava perfil eletroforético de hemo-
globina em pH alcalino e acido compativel com Hb SS mais
F (Figura 1). Porém, ao comparar o perfil eletroforético da
crianga e dos pais, pudemos observar, no perfil de hemoglo-
bina do pai, uma pequena fragao, na posi¢cao de anidrases
carbonicas, sugestiva da variante da globina de cadeia delta.

Testes laboratoriais Pai Mae Filho
Morfologia eritrocitaria ++ +++
Resisténica osmética (NaCl a 0,36%) + - +
Eletroforese em pH alcalino Hb AA+B2 Hb AS Hb SF
Eletroforese em pH acido Hb AA Hb AS Hb SF

HPLC Hb AA+B2 Hb AS Hb SF
Analise molecular Talassemia b(IVS1-6) + Hb B2 AS S/btalassemia (IVS1-6)

HPLC, Cromatografia liquida de alta performance. Morfologia eritrocitaria (++/- microcitose e hipocromia, +++ microcitose, hipocromia e poiquilocitose). Resisténcia

osmoética em solugdo de NaCl a 0,36% (+ positivo, - negativo).

i —

Hb A

Hb F
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Hb A2

Anidrasis

Hb B2

I Padrao

Mie Pai Crian¢a

Figura 1. Perfil de hemoglobina eletroforética em acetato de celulose, pH alcalino, corado com
Ponceau. Padrdo: Amostra com perfil de hemoglobulina normal (Hb AA). A seta indica a fracao

referente a Hb B2.
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O cromatograma do filho mostrou o perfil de Hb S
(84,9% com tempo de retencéo compativel para esta vari-
ante) (Figura 2C), Hb A2 (7,9% eluindo com a fragéo de Hb
S acetilada), Hb A, (2,0%) e Hb F (5,5%). Ao avaliar o perfil
dos pais, foi encontrado um perfil de Hb S heterozigoto na
mée, com Hb A, (51,2%), Hb A2 (4,5% eluindo com Hb S
acetilada e, portanto, com valores dentro da faixa normal),
Hb F (0,8%) e Hb S (38,4%). O perfil cromatografico da mae
pode ser visto na figura 2A. O pai apresentava um perfil de
Hb AA associado a variante da cadeia delta globina (Hb
B2) com os valores percentuais de Hb A; (84,0%), Hb F
(0,2%), Hb A2 (3,3%) e Hb B2 (2,3%); conforme mostrado
na figura 2B.

A investigacdo molecular de mutagdes hereditarias
mostrou a presenca de Hb S em heterozigose para a mae.
Para o pai, o valor da Hb A2 adicionado ao valor percen-
tual da variante do alelo delta globina, mostraria um valor
para essa fragao, acima do limite normal, sugerindo beta
talassemia heterozigoética. Assim, investigou-se a presenga
das quatro mutagdes mais frequentes da beta talassemia
na populagéo brasileira, mostrando heterozigosidade para
a mutagéo IVS1-6 associada a heterozigosidade para a
variante de cadeia delta, a Hb B2. O perfil molecular da
crianca foi confirmado pela presenca de Hb S associada a
beta talassemia (IVS1-6), justificando assim a clinica mais

ANALYTE 1D TIME AREA ANALYTE ID
F 8.8 1.86 23162 F 8.2
p2 2.9 1.32 85496 P2 5.5
P3 2.4 1.639 78097 P3 4.8
Ao 51.2 2.58 1514760 Ao 84.8
A2 4.5 3.66 129171 A2 3.8
Unknown 1 38.4 4.58 1134689 Unknown | 2.3
C-WINDOW 8.3 5.08 10253 C-WINDOW 1.1

TOTAL AREA 2967628 TOTAL AREA
'3 8.8% A2 4.5% F 8.2%

3@

2@%

®
—————

branda. Foi afastada a herancga de alfa talassemia por testes
citologicos de rotina e por analise molecular das principais
mutacdes no Brasil.

DISCUSSAO

Considerando que a populagao brasileira é miscige-
nada devido ao fluxo migratério de seus grupos populacionais
formadores e que os métodos utilizados para identificar
variantes de hemoglobina e talassemia na fase neonatal
nao permitem a identificagdo completa das interacdes entre
essas diferentes hemoglobinas anormais; faz-se necessario
0 uso de métodos mais precisos com treinamento técnico
especifico para identificar as interagdes menos frequentes
da hemoglobina. Assim, este artigo pode contribuir para a
elucidagao diagndstica e orientagao clinica dos casos que
apresentam interagdes entre hemoglobinas anormais nao
detectadas no teste de triagem neonatal.

A interacdo entre Hb S/B tal caracteriza a doenga
falciforme, bastante comum em nossa populagéo, devido a
contribui¢cao dos grupos originais na sua formagao, principal-
mente em regides onde o fluxo migratério de mediterraneos
e africanos foi intensificado. No diagnéstico laboratorial, a Hb
S/B tal apresenta diminuicao dos niveis do volume corpuscu-
lar médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM),

a e LT ULUCUUUUCOUD U L O
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1.31 289825 F N 1.16 1893329
1.73 15297@ Unknown 1 8.7 2.18 12794
2.42 3212331 Ao 2.8 2.33 37704
3.65 120790 A2 7.9 3.67 144701
4.59 89572 Unknown 2 84.9 4,508 1625247
4.96 41135
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Figura 2. Cromatogramas de cada membro da familia, obtidos por equipamentos de HPLC automatizado e kit diagnostico para variantes e

talassemia (BIORAD®).

Em A — perfil cromatogréfico e valores percentuais das fragbes de hemoglobina obtidas na amostra da mde; Em B — analises da amostra do pai;

em C — analise da amostra da crianca.
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caracterizando uma anemia microcitica hipocrémica, sendo
necessarios métodos complementares para obtengéo do per-
fil hereditario. A associagao de metodologias eletroforéticas
e cromatograficas permite a separagao de proteinas, com
boa resolugéo, como evidenciado no presente relato de caso.

A migracao de hemoglobinas anormais com posigoes
semelhantes pode resultar em um problema no diagndstico
laboratorial, principalmente na associagéo entre anemia falci-
forme e talassemia, bem como nos dados hematolégicos. Os
testes de triagem e o estudo eletroforético convencional ndo
sdo capazes de distinguir essa interacdo, sendo necessario
um estudo familiar e molecular para confirmacéo diagnéstica.
@ Qutro estudo mostra que os indices hematimétricos da
populagéo duplo heterozigdtica, como entre Hb S e Hb B,,
nem sempre mostram a presenga de anemia.®

Khalil MSN et al.,® 2014 determinaram o espectro
mutacional do gene delta globina na populagdo do Reino
Unido, e 77% dos casos avaliados foram considerados
heterozigotos para a variante de cadeia delta, Hb B2. A
hemoglobina foi relatada como a variante da cadeia delta
mais comum, observada em quase 1% dos afro-america-
nos. A origem étnica dos casos foi descrita como afro-car-
ibenha, indigena ou africana. O pico de Hb A2 para esses
pacientes teve um tempo de retengcdo do HPLC entre 4,58
e 4,62 minutos, o que sugere que o HPCL pode ser usado
para fazer um pré-diagnostico da variante anormal, antes
da confirmacgao por técnicas moleculares.

Os resultados do estudo de Khalil MSN et al. 2014,©
reafirmam a importancia de se considerar cuidadosamente
o perfil do cromatograma, obtido por HPLC, nos casos com
pico de Hb A2 dividido ou com valor de Hb A2 baixo, com
indices hematimétricos diminuidos para evitar um diag-
nostico incorreto de trago de beta talassemia. Eles também
enfatizam a importancia de validar os casos suspeitos por
analise molecular.

A Hb B2 pode ser confundida ou identificada como
Hb A2 e é uma variante silenciosa da cadeia da globina
delta com uma frequéncia de 9,2% em Bantus sul-africa-
nos e entre 1% e 3% em afro-americanos. Na Amazdnia
brasileira a frequéncia desta variante correspondeu a 1%
dos caucasoides.”

Um equivoco bastante comum em testes laboratoriais
reside no fato de serem observados os perfis eletroforéti-
cos ou cromatograficos, e ndo atentar para os valores
percentuais e/ou fragdes minoritarias como a da Hb B2,
que interferem nas demais fragdes e no perfil genético
herdado. Valores diminuidos de Hb A2 devem sempre ser
objeto de observagao cuidadosa, tanto pela heranga da alfa
talassemia e outras variantes de Hb, como a Hb B2, quanto
para perfis de ferro diminuidos, que interferem na producao
de todas as hemoglobinas, incluindo aquelas fragdes que
sdo patognomdnicas para diagnoésticos mais frequentes.® 1%
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A observacgéao cuidadosa de pequenas fragdes e/ou picos
cromatograficos deve ser uma rotina a ser incorporada na
pratica laboratorial, pois informagbes importantes podem
ser perdidas no diagnostico.

Ressaltamos também que o olhar atento do clinico
quanto ao que esperar da pessoa com hemoglobinopatias
e a boa integragdo com os laboratérios e seus profissio-
nais possibilitam a troca de conhecimentos que facilita a
elucidagéo de casos dificeis e, posteriormente, a orientagdo
adequada para cada caso. O estudo da familia é essencial
nos casos de herangas complexas dessas proteinas, como
a que relatamos neste trabalho.

Os diferentes tipos de associagao genética da Hb S,
com énfase na homozigose (Hb SS), interagdo com beta
talassemia, interagcao com alfa talassemia (Hb SH) e dupla
heterozigosidade (Hb SC e Hb SD, principalmente), requerem
meétodos complementares (eletroforese em pH-agar acido,
dosagem de Hb fetal, teste de Hb H) e, em particular, o eri-
trograma, perfil cromatografico e pesquisa de mutagéo para
estabelecer o diagndstico real e assim prever o prognéstico
para o individuo.("

Nesse caso especifico, a observagéo clinica do desen-
volvimento da crianga e o perfil de hemoglobina obtido
inicialmente pelos pais ja alertavam para uma possivel com-
plicagcéo no diagndstico laboratorial. A crianga foi identificada
como portadora de anemia falciforme pela presenca de Hb
SS (SIC) com uma semana de vida (na triagem neonatal).
Como néo respondeu clinicamente conforme o esperado,
novos exames foram realizados, inclusive de seus pais, e
os perfis ndo eram compativeis para o caso. Ainvestigagao
aprofundada permitiu o esclarecimento diagndstico da cri-
ancga e dos pais, amenizando estresses socioemocionais
por diagnoésticos equivocados. Os valores percentuais das
fragcdes de hemoglobina da crianga sugerem a interagéo da
Hb S com a beta talassemia. Porém, o pai foi considerado
portador de hemoglobina normal (Hb AA), o que néo foi
comprovado apos a identificacao da interacéo da talassemia
B* (IVS1-6) e variante de cadeia delta (Hb B2), colocando
a hemoglobina A2 dentro da normalidade e justificando a
discreta microcitose e hipocromia. O perfil mais facilmente
identificado foi o da mae (Hb AS), heterozigota para Hb S.

Com a descricao deste caso, pretendemos chamar
atencao para as diferentes nuances do fendétipo da hemo-
globina e o quanto a variabilidade genética populacional
pode contribuir para a presenca de formas interativas.

CONCLUSAO
Ressaltamos que a identificacdo das hemoglobinas
variantes menos comuns requer uma analise minuciosa com

a associacao de dados clinicos e diferentes metodologias
laboratoriais precisas.
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Abstract

Hemoglobinopathies are a hereditary disease that includes thalassemia
and sickle cell disease. The present study aimed to show the interaction
between the Hb S variant, thalassemia forms (Beta-thalassemia by
IVS1-6), and the Hb B2 variant. The tests performed were complete
blood count, hemoglobin electrophoresis at acid and alkaline pH,
hemoglobin A2 dosage, High-Performance Liquid Chromatography, and
molecular investigation. This report highlights the interaction between
hemoglobin polymorphisms in the Brazilian population and the need for
an adequate interpretation of the results of classical tests for a better
understanding of the cases.

Keywords
Hemoglobinopathies; Thalassemia; Polymorphism Genetic; Anemia,
Sickle Cell
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