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resumo
As alterações que envolvem as globinas devem-se a modificações em genes responsáveis pela

seqüência e estrutura das cadeias polipeptídicas, bem como aos genes reguladores da síntese

destas cadeias. Hemoglobinas variantes apresentam estrutura química diferente da

hemoglobina normal correspondente, resultante de mutações em uma ou mais bases

nitrogenadas, ocasionando a troca de aminoácidos nas globinas alfa, beta, delta ou gama. A

hemoglobina N-Baltimore é uma variante de globina beta, com substituição da lisina, na

posição 95, por ácido glutâmico, apresentando mobilidade eletroforética mais rápida que a

hemoglobina A em pH alcalino. Nas análises eletroforéticas em pH alcalino realizadas em

doadores de sangue do Hemocentro de São José do Rio Preto (SP) identificamos a presença

de portador de hemoglobina rápida em heterozigose, posteriormente confirmada por

focalização isoelétrica e cromatografia líquida de alta pressão (HPLC). Os estudos de

hemoglobinas anormais em doadores de sangue permitem a identificação de variantes raras

e possibilitam o aconselhamento genético adequado a cada caso com estudo familial.

abstract
The alterations that involve globin chains are due to modifications in genes responsible for the

sequence and structures of each polypeptide chain, as well as to regulator genes of the synthesis.
Variant hemoglobin presents different chemical structure from the corresponding normal

hemoglobin, resultant of mutations in one or more bases, causing change of amino acids in the
alpha, beta, delta or gamma chain. The hemoglobin N is a beta globin variant, with substitution

of lisina, in the position 95, for a glutamic acid, promoting electrophoretic mobility faster than the
hemoglobin A in alkaline pH. In electrophoretical analysis of blood donor from São José do Rio

Preto, SP, a carrier of hemoglobin N was identified in heterozygous, confirmed by isoelectric
focusing and HPLC. The hemoglobin studies in blood donors permit the identification of rare

variants and facilitate the genetic counseling and familial study.
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Introdução

As alterações que envolvem as globinas devem-se a
modificações em genes responsáveis pela seqüência e es-
trutura das cadeias polipeptídicas, bem como a genes re-
guladores da síntese destas cadeias (1).

A hemoglobina N (Hb N) é uma variante que não acar-
reta alteração fisiológica em heterozigose, apesar de apre-
sentar uma estrutura química diferente da hemoglobina
normal, sendo seu portador considerado assintomático. É
resultante de uma mutação na posição 95 da globina beta,
onde ocorreu uma substituição do aminoácido lisina por
ácido glutâmico (2). Esta troca de um aminoácido positi-
vo por um outro negativo promove uma mobilidade
eletroforética da Hb N mais rápida que da hemoglobina A
(Hb A) em pH alcalino. Por não apresentar sintomas clíni-
cos, os portadores desta hemoglobina são detectados ape-
nas por estudos populacionais ou quando a Hb N estiver
associada a formas talassêmicas ou a outras variantes de
hemoglobina (3).

Os procedimentos eletroforéticos utilizados para ca-
racterização da Hb S em bancos de sangue têm favoreci-
do o diagnóstico laboratorial de outras variantes de
hemoglobina de rara freqüência, como a hemoglobina N.
O diagnóstico das alterações de hemoglobinas pode ser
facilitado através da constante atualização das
metodologias aplicadas na caracterização destes mutantes
e treinamento de pessoal para seu correto diagnóstico
laboratorial (4-6). A caracterização dos mutantes de
hemoglobina favorece o conhecimento destas alterações
na população brasileira e permite a adequada orientação
aos portadores.

Materiais e métodos

Amostras de sangue foram colhidas, com EDTA como
anticoagulante, de doador de sangue após consentimen-
to informado.

Os procedimentos de análise aplicados incluem testes
de triagem e confirmações para diagnóstico de
hemoglobinopatias, conforme listado a seguir:

• para triagem – resistência globular osmótica em solu-
ção de NaCl a 0,36% (7), análise da morfologia
eritrocitária (4), eletroforese em pH alcalino (8);

• para confirmação – eletroforese em pH ácido (9),
isoeletrofocalização (IEF), eletroforese de cadeias
polipeptídicas (10), HPLC em sistema Variant da Bio-
Rad; análise molecular por PCR-ASO (Linha mDx – Bio-

Rad). As metodologias de HPLC e PCR-ASO seguiram
os protocolos estabelecidos pelos fabricantes.

Resultados

Através de análises eletroforéticas realizadas como rotina
em doadores de sangue do Hemocentro de São José do Rio
Preto (SP) foi identificado um candidato à doação, adulto,
negróide, do sexo masculino, portador de uma hemoglobina
rápida. Após consentimento informado, nova amostra de
sangue foi colhida através de punção venosa, acondicionada
em tubos contendo EDTA a 5% como anticoagulante, e pos-
teriormente encaminhada, sob refrigeração, ao Laboratório
de Hemoglobinas e Genética das Doenças Hematológicas
da Unesp para caracterização da fração anômala.

Ao chegar ao laboratório a amostra foi codificada para
preservar a identidade do doador. Para triagem de
hemoglobinas anormais utilizaram-se os testes previamente
descritos, nos quais observou-se negatividade no teste de
resistência globular osmótica em NaCl a 0,36%, o que é
considerado normal neste procedimento de triagem de
hemoglobinopatias, e a análise da morfologia eritrocitária
apresentou-se dentro dos parâmetros de normalidade. Na
eletroforese em pH alcalino, a amostra apresentou padrão
de migração com banda de Hb A e fração mais rápida que
a Hb A, tanto em acetato de celulose quanto em gel de
agarose. A Figura ilustra a migração eletroforética da
amostra com suspeita de hemoglobina anormal em acetato
de celulose (A) e em gel de agarose (B), em pH alcalino,
evidenciando a migração mais rápida da fração quando
comparada com as outras amostras. Em gel de agarose e
pH alcalino, para melhor visualização da banda anormal,
realizou-se o procedimento eletroforético com amostras
hemolisadas com saponina a 1% e com clorofórmio, sen-
do que neste último a visualização foi muito mais clara. O
perfil eletroforético apresentado sugeriu heterozigose para
hemoglobina N através da comparação da migração com
mapas específicos (3).

Devido ao aparecimento da fração anormal de
hemoglobinas nos procedimentos analíticos de triagem, a
amostra foi submetida aos métodos de confirmação:
eletroforese em pH ácido, eletroforese de cadeias
polipeptídicas, focalização isoelétrica (IEF) no equipamento
PhastSystems, Pharmacia e cromatografia líquida de alta pres-
são (HPLC) com equipamento Variant da Bio-Rad e kit de
análise para betatalassemia menor. Na eletroforese em gel
de agarose, pH ácido, a amostra não apresentou diferença
quanto à migração em relação à Hb A. Por focalização
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isoelétrica, onde as hemoglobinas são separadas pelos seus
pontos isoelétricos, a amostra apresentou padrão compatí-
vel com Hb AN, posteriormente caracterizado como mutante
de cadeia beta por eletroforese de cadeias globínicas.

No cromatograma obtido por HPLC, cuja metodologia
permite a separação das frações de hemoglobinas por
eluição em coluna de troca iônica com a injeção de tam-
pões em sistema de alta pressão, observou-se fração anor-
mal de 46,5% com tempo de retenção de 1,59 e perfil
sugestivo de Hb N-Baltimore em heterozigose. A quanti-
ficação das hemoglobinas A2 e fetal, por esta metodologia,
mostrou valores de 2,5% e 3%, respectivamente. Por
desnaturação alcalina (3) a Hb F apresentou valores de
1,8%, discretamente acima do valor de referência normal
de 0 a 1%. O valor aumentado de Hb fetal sugeriu inte-
ração com talassemias. Esta suspeita foi afastada ras-
treando-se os 16 mutantes mais freqüentes para
talassemias do tipo beta e a deleção alfa 3,7 para
alfatalassemia, por metodologia de hibridização com son-
da oligonucleotídica específica (ASO), pelo kit de diag-
nóstico mDx da Bio-Rad. A quantidade de Hb fetal obser-
vada por HLPC pode ser devida à presença de subfrações
da fração anormal majoritária, identificada na mesma ja-
nela de Hb fetal pelo programa de diagnóstico aplicado.

A Hb N-Baltimore, também chamada Hb Hopkins-I,
Jenkis, N-Memphis e Kenwood, é uma mutação com tro-
ca de base no gene da betaglobina [β95(FG2)AAG > GAG]
e substituição do aminoácido lisina por glutamato na ca-
deia polipeptídica. Possui afinidade com o oxigênio e es-
tabilidade normais, e foi primeiramente descrita em famí-
lias negras do sudoeste americano (11).

Discussão

Os portadores de hemoglobinas anormais, em especial
de talassemias, apresentam anisopoiquilocitose com
prevalência de microcitose e hipocromia no estudo de
morfologia eritrocitária. Este procedimento laboratorial,
aliado à resistência globular osmótica em NaCl a 0,36% e
à eletroforese alcalina, fornece subsídios para uma boa tria-
gem de amostras de sangue com suspeita de hemoglo-
binopatias (3, 4, 6).

Diferentes mobilidades eletroforéticas das hemoglobinas
anormais devem-se à alteração de carga elétrica, causada
por substituições de aminoácidos, nas cadeias formadoras
das moléculas. As hemoglobinas anormais que se originam
de mutações onde não ocorre mudança de carga elétrica
migram na posição da hemoglobina A em eletroforese alca-
lina (6). No entanto a co-migração de hemoglobinas anor-
mais com ponto isoelétrico semelhante, em pH alcalino, e o
componente genético da população brasileira, intensamen-
te miscigenada, evidenciam a necessidade de testes comple-
mentares para a caracterização das anormalidades de
hemoglobinas e seus respectivos mutantes.

Através de análises eletroforéticas realizadas em doado-
res de sangue do Hemocentro de São José do Rio Preto  (SP)
foi identificado um portador de hemoglobina rápida, cuja
alteração foi posteriormente confirmada por eletroforese de
cadeias polipeptídicas, IEF e HPLC como heterozigoto para
hemoglobina N-Baltimore. A associação dos procedimentos
eletroforéticos, cromatográficos e a comparação com os re-
latos da literatura permitiram a caracterização da variante de
hemoglobina, possibilitando abordagem genético-educaci-
onal efetiva e adequada ao portador e seus familiares, contri-
buindo para o conhecimento da prevalência destes mutantes
na população brasileira.

Figura – Migração eletroforética de amostras de sangue em acetato de celulose (A) e
gel de agarose Celm (B) em pH alcalino, evidenciando a presença de hemoglobina N
em heterozigose (setas)
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