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Senhor Editor

A hemoglobina C (Hb C) é uma variante origina-
da pela substituição do ácido glutâmico por lisina na
posição 6 da betaglobina, causando um leve distúrbio
hemolítico. Possui prevalência entre 15% a 30% nos
povos de origem africana, e sua freqüência é bastante
variável na população brasileira, dependendo da região
analisada. A troca do aminoácido confere características
estruturais e funcionais próprias à molécula, facilitando
a sua identificação por metodologias de rotina diagnós-
tica.1 A co-migração eletroforética com outras variantes
de hemoglobina pode ser elucidada pela utilização de
metodologias mais sensíveis, como a cromatografia lí-
quida de alta pressão (HPLC). Uma característica parti-
cular da população brasileira reside na miscigenação,
facilmente observada pela herança de diferentes for-
mas de hemoglobinas anormais em associação. Carac-
terizar os mutantes de hemoglobinas em núcleos fami-
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liares com utilização de metodologias de rotina e biolo-
gia molecular passou a ser importante para o direciona-
mento clínico e orientação aos portadores.2

Estudaram-se amostras de sangue de indivíduos
de um núcleo familiar do interior do estado do Mato
Grosso, de ascendência negróide, segundo os relatos
familiares. Foram colhidas amostras de sangue periféri-
co após consentimento, acondicionadas em tubos com
EDTA como anticoagulante. Os experimentos foram re-
alizados no Laboratório de Hemoglobinas e Genética
das Doenças Hematológicas – LHGDH, Departamento
de Biologia, do Instituto de Biociências, Letras e Ciênci-
as Exatas – IBILCE-UNESP de São José do Rio Preto, SP,
Brasil. As amostras de sangue foram triadas por meto-
dologias de rotina como: teste de resistência globular
osmótica em solução de cloreto de sódio a 0,36%,3

metodologia utilizada como teste seletivo para talasse-
mias; análise da morfologia eritrocitária;2 eletroforese
em pH alcalino.4 A presença das hemoglobinas anor-
mais foi confirmada por testes complementares, tais
como: eletroforese em pH ácido;5 isoeletrofocalização;6

eletroforese de cadeias polipeptídicas;7 HPLC utilizan-
do-se o equipamento VARIANT da BIO-RAD e kit diag-
nóstico betatalassemia heterozigota, seguindo protoco-
lo do fabricante.

Para a confirmação dos mutantes de hemoglobinas,
foi feita a análise molecular por amplificação e hibridação
com sonda Oligonucleotídeo Alelo Específico (ASO) para
hemoglobinas S e C e para os mutantes que determi-
nam betatalassemia, utilizando-se os kits de diagnósti-
co da linha mDx-BIO-RAD, seguindo protocolo do fa-
bricante.

A hemoglobina C é freqüente entre povos da Áfri-
ca, onde a prevalência da heterozigose (Hb AC) para
essa hemoglobina atinge 30% da população. Os porta-
dores heterozigotos são assintomáticos, enquanto o es-
tado de homozigose (HbCC) é caracterizado por ane-
mia hemolítica de intensidade variável. A origem da
hemoglobina C, tal como da hemoglobina S, é africana
e sua propagação foi ampla na região do Mediterrâneo
e Américas por meio do tráfico de escravos, em dife-
rentes períodos da história da humanidade. Esse pro-
cesso de distribuição do gene da globina beta possibili-
tou sua interação com outras hemoglobinas variantes e
talassemias, amplamente observado na população bra-
sileira.

O propósito do núcleo familiar em estudo foi uma
mulher de 47 anos, de origem negróide, com anemia
discreta. A procura por serviços especializados funda-
mentou-se na presença de anemia de longa data, sem
resultado aos tratamentos convencionais e com diag-
nóstico anterior de Hb C em homozigose.

Nos procedimentos de triagem realizados obser-
vou-se resistência osmótica em solução de NaCl a 0,36%
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positiva, morfologia eritrocitária com moderada micro-
citose, hipocromia e presença de células em alvo. Nos
procedimentos eletroforéticos em pH alcalino obser-
vou-se padrão de migração semelhante à hemoglobina
C em homozigose (Figura 1). Frações na posição de
hemoglobina A e Hb F em pequena concentração, além
de hemoglobina C desviada da posição normal, foram
observadas na eletroforese em pH ácido (Figura 2),
confirmados por focalização isoelétrica, como teste com-
plementar à triagem inicial. A eletroforese de globinas
mostrou presença de cadeias alfa A e grande quantida-
de de mutante na posição da cadeia beta C (Figura 3).
O conjunto das análises eletroforéticas sugeria Hb CC.

As análises por HPLC mostraram cromatograma
com alguns picos desconhecidos e duplo pico na jane-
la de hemoglobina C, sendo a concentração de 41,7%
para Hb C e de 32,6% para uma hemoglobina desco-
nhecida sugerindo interação de hemoglobina C com
outro mutante de cadeia beta (Figura 4). A fração cor-

Fig.2 – Eletroforese em agarose pH ácido mostrando perfil da
paciente (1), padrão com Hb AC (2) e padrão normal (3)
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Fig.1 – Eletroforese em ph alcalino em acetato de celulose
mostrando o perfil de hemoglobinas da paciente (3) e
filhas (1, 2 e 4)
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Fig.3 – Eletroforese de cadeias globínicas em acetato de
celulose pH alcalino ilustrando o perfil observado na paciente
(1) comparando com padrão com Hb AS (2).
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respondente à Hb A apresentou-se com concentração
muito baixa, de 4,9 %. As Hb F e Hb A2 apresentaram
valores de 3,8% e 5,5% respectivamente.

Os valores de Hb A2 e F foram confirmados pelos
métodos de eluição para Hb A2 e desnaturação alcalina
para Hb F, sendo compatíveis com os observados por
HPLC.

As análises de triagem e confirmação realizadas
nas amostras de sangue das filhas da paciente mostrou,
em conjunto, fenótipo de talassemia do tipo beta hete-
rozigota, com valores de Hb A2 e fetal discretamente
aumentados e hemograma com valores no limite infe-
rior de normalidade.

O conjunto dos testes eletroforéticos e hematoló-
gicos, aliados às análises cromatográficas por HPLC fo-
ram decisivos para a pesquisa do mutante por biologia
molecular. Na avaliação da presença dos mutantes por
PCR-ASO, utilizando-se o kit mDx Hb S/ C da BIO-
RAD, o padrão observado para a paciente foi de
heterozigoto para hemoglobina C, não compatível com
os resultados eletroforéticos, mas sugerindo a interação
de hemoglobina C com outro mutante, não identifica-
do, no entanto, por essa metodologia.

Como as filhas expressavam fenótipo de talassemia
do tipo beta em heterozigose, rastrearam-se os oito mu-
tantes mais freqüentes de origem mediterrânea pelo
kit mDx beta gene 1, os quais se mostraram todos ne-
gativos. A presença da mutação IVS II: 654 na paciente
foi detectada através do kit mDx beta gene 2, que possui
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ra e ressaltam a importância da utilização de testes com-
plementares com boa resolução no diagnóstico das
hemoglobinas, em especial nos casos de interações,
fornecendo informações importantes para a conduta te-
rapêutica e orientação genética.

A mutação IVS-II-654 (C>T); AAGGCAATA>
AAG^GTAATA para betatalassemia é encontrada em
chineses e descendentes de asiáticos. A mutação CD17
(A>T) AAG(Lys)->TAG para betatalassemia cria um
códon de terminalização precoce, afetando a tradução.8

Neste caso encontrou-se a mutação em uma família de
origem negróide sem relatos de ascendência asiática.

Abstract

Thalassemias are a heterogeneous group of inherited
disorders characterized by a microcytic hypochromic
anemia and an imbalance in the synthesis of the globin-
chains. Hb C is the second most frequently variant of
hemoglobin found in Brazil. The laboratory diagnosis
of hemoglobinopathies, including thalassemias, is
growing in importance, particularly because of an
increasing requirement for neonatal diagnosis of
abnormal hemoglobins. Screening tests were carried
out using alkaline and acid electrophoresis, globin-
chain analysis by cellulose acetate in alkaline pH,
isoelectric focusing and HPLC. The molecular
characterization was made by PCR-ASO for Hb C and
beta thalassemia mutants. Large-scale screening and
discriminative methodologies must provide information
about the hemoglobin polymorphisms in Brazilian
population. HPLC is a powerful tool in these cases.
Molecular characterization is important to genetic
counseling and clinical management, in particular for
the Brazilian population that have an intense racial
admixture, with great variability of hemoglobins. In
this paper an association between Hb C and beta
thalassemia (IVS-II-654) in a black family from Brazil
was described.
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sondas para os oito mutantes mais freqüentes de ori-
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O pai não realizou exames nesta ocasião e foi
relatado como portador de hemoglobinas normais. Com
a interação observada em uma das filhas e a presença
de mutante diferente em outra, o pai deverá ser
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Os mutantes de hemoglobina observados na fa-
mília em estudo, descritos pela primeira vez no Brasil,
refletem a intensa miscigenação da população brasilei-

Fig. 4 – Perfil cromatográfico observado na amostra da
paciente por HPLC com equipamento VARIANT-BIO-RAD, e
kit de diagnóstico para betatalassemia, evidenciando picos
na janela de Hb C e os valores de Hb A2 e F

ANALYTE ID % TIME AREA

F 3.8 1.12 63401
P2 0.4 1.32 6637
P3 0.9 1.68 14196
Unknown 1 0.3 1.94 4348
Unknown 2 0.8 2.18 11685
Ao 4.9 2.50 74925
A2 5.5 3.64 76386
S-window 3.3 4.58 51113
Unknown 3 5.2 4.84 80378
C-window 41.7 5.08 638815
Unknown 4 32.5 5.20 500033

Total Area 1521917
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