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Senhor Editor

A hemoglobina C (Hb C) é uma variante origina-
da pela substituicdo do &cido glutdmico por lisina na
posi¢do 6 da betaglobina, causando um leve distirbio
hemolitico. Possui prevaléncia entre 15% a 30% nos
povos de origem africana, e sua freqiiéncia é bastante
varidvel na populagdo brasileira, dependendo da regido
analisada. A troca do aminodcido confere caracteristicas
estruturais e funcionais préprias a molécula, facilitando
a sua identificacdo por metodologias de rotina diagnos-
tica.! A co-migracéo eletroforética com outras variantes
de hemoglobina pode ser elucidada pela utilizacéo de
metodologias mais sensiveis, como a cromatografia li-
quida de alta pressao (HPLC). Uma caracteristica parti-
cular da populagéo brasileira reside na miscigenacao,
facilmente observada pela heranca de diferentes for-
mas de hemoglobinas anormais em associacdo. Carac-
terizar os mutantes de hemoglobinas em nucleos fami-
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liares com utilizacdo de metodologias de rotina e biolo-
gia molecular passou a ser importante para o direciona-
mento clinico e orientagdo aos portadores.?

Estudaram-se amostras de sangue de individuos
de um nucleo familiar do interior do estado do Mato
Grosso, de ascendéncia negroide, segundo os relatos
familiares. Foram colhidas amostras de sangue periféri-
co apas consentimento, acondicionadas em tubos com
EDTA como anticoagulante. Os experimentos foram re-
alizados no Laboratério de Hemoglobinas e Genética
das Doengas Hematolégicas — LHGDH, Departamento
de Biologia, do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciénci-
as Exatas — IBILCE-UNESP de S&o José do Rio Preto, SP,
Brasil. As amostras de sangue foram triadas por meto-
dologias de rotina como: teste de resisténcia globular
osmoética em solugdo de cloreto de sédio a 0,36%,3
metodologia utilizada como teste seletivo para talasse-
mias; analise da morfologia eritrocitaria;? eletroforese
em pH alcalino.* A presenca das hemoglobinas anor-
mais foi confirmada por testes complementares, tais
como: eletroforese em pH &cido;® isoeletrofocalizagéo;®
eletroforese de cadeias polipeptidicas;” HPLC utilizan-
do-se 0 equipamento VARIANT da BIO-RAD e kit diag-
noéstico betatalassemia heterozigota, seguindo protoco-
lo do fabricante.

Para a confirmag&o dos mutantes de hemoglobinas,
foi feita a analise molecular por amplificagéo e hibridagao
com sonda Oligonucleotideo Alelo Especifico (ASO) para
hemoglobinas S e C e para os mutantes que determi-
nam betatalassemia, utilizando-se os kits de diagnosti-
co da linha mDx-BIO-RAD, seguindo protocolo do fa-
bricante.

A hemoglobina C é freqgiiente entre povos da Afri-
ca, onde a prevaléncia da heterozigose (Hb AC) para
essa hemoglobina atinge 30% da populacéo. Os porta-
dores heterozigotos sdo assintomaticos, enquanto o es-
tado de homozigose (HbCC) é caracterizado por ane-
mia hemolitica de intensidade variavel. A origem da
hemoglobina C, tal como da hemoglobina S, é africana
e sua propagacao foi ampla na regido do Mediterraneo
e Américas por meio do trafico de escravos, em dife-
rentes periodos da histdria da humanidade. Esse pro-
cesso de distribui¢do do gene da globina beta possibili-
tou sua interagcdo com outras hemoglobinas variantes e
talassemias, amplamente observado na populacéo bra-
sileira.

O proposito do nucleo familiar em estudo foi uma
mulher de 47 anos, de origem negréide, com anemia
discreta. A procura por servicos especializados funda-
mentou-se na presenca de anemia de longa data, sem
resultado aos tratamentos convencionais e com diag-
noéstico anterior de Hb C em homozigose.

Nos procedimentos de triagem realizados obser-
Vou-se resisténcia osmatica em solugdo de NaCl a 0,36%
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positiva, morfologia eritrocitaria com moderada micro-
citose, hipocromia e presenca de células em alvo. Nos
procedimentos eletroforéticos em pH alcalino obser-
vou-se padrdo de migracdo semelhante a hemoglobina
C em homozigose (Figura 1). Fra¢bes na posicao de
hemoglobina A e Hb F em pequena concentrag&o, além
de hemoglobina C desviada da posi¢do normal, foram
observadas na eletroforese em pH acido (Figura 2),
confirmados por focalizacdo isoelétrica, como teste com-
plementar a triagem inicial. A eletroforese de globinas
mostrou presenga de cadeias alfa A e grande quantida-
de de mutante na posi¢do da cadeia beta C (Figura 3).
O conjunto das andlises eletroforéticas sugeria Hb CC.

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

:.-.;
-
- & e

+

Fig.2 — Eletroforese em agarose pH acido mostrando perfil da
paciente (1), padrdo com Hb AC (2) e padréo normal (3)
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respondente a Hb A apresentou-se com concentragao
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 eluicio para Hb A2 e desnaturacéo alcalina
para Hb F, sendo compativeis com os observados por
HPLC.

As andlises de triagem e confirmagao realizadas
nas amostras de sangue das filhas da paciente mostrou,
em conjunto, fendtipo 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 hematol6-
gicos, aliados as andlises cromatograficas por HPLC fo-
ram decisivos para a pesquisa do mutante por biologia
molecular. Na avaliacdo da presenga dos mutantes por
PCR-ASO, utilizando-se o kit mDx Hb S/ C da BIO-
RAD, o padrdo observado para a paciente foi de
heterozigoto para hemoglobina C, ndo compativel com
os resultados eletroforéticos, mas sugerindo a interagdo
de hemoglobina C com outro mutante, ndo identifica-
do, no entanto, por essa metodologia.

Como as filhas expressavam fenétipo de talassemia
do tipo beta em heterozigose, rastrearam-se 0s 0ito mu-
tantes mais freqlientes de origem mediterranea pelo
kit mDx beta gene 1, os quais se mostraram todos ne-
gativos. A presenca da mutacao IVS Il: 654 na paciente
foi detectada através do kit mDx beta gene 2, que possuli
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Fig.3 — Eletroforese de cadeias globinicas em acetato de
celulose pH alcalino ilustrando o perfil observado na paciente
(1) comparando com padr&o com Hb AS (2).
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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 55 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
F 3.8% A2 5.5%
30% T o
20% + |
10% + F /
£ £
" =
1 T T + t 1
8 1 2 3 4 5 6

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

sondas para 0s oito mutantes mais frequientes de ori-
gem asiatica. Duas filhas apresentaram heterozigose para
0s seguintes mutantes de talassemia beta: IVS 11-654 e
CD 17; uma outra filha apresentou interacdo entre 1VS
11-654 e CD 17.

O pai ndo realizou exames nesta ocasido e foi
relatado como portador de hemoglobinas normais. Com
a interacdo observada em uma das filhas e a presenca
de mutante diferente em outra, o pai devera ser
reavaliado. Os resultados foram informados a familia em
sessdo de aconselhamento genético e repassados ao
clinico que acompanha a paciente, elucidando as davi-
das diagnésticas e facilitando o tratamento.

Os mutantes de hemoglobina observados na fa-
milia em estudo, descritos pela primeira vez no Brasil,
refletem a intensa miscigenagéo da populacéo brasilei-
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ra e ressaltam a importancia da utilizacéo de testes com-
plementares com boa resolugdo no diagnostico das
hemoglobinas, em especial nos casos de interagdes,
fornecendo informagdes importantes para a conduta te-
rapéutica e orientacao genética.

A mutacao IVS-11-654 (C>T); AAGGCAATA>
AAG"GTAATA para betatalassemia é encontrada em
chineses e descendentes de asiaticos. A mutagdo CD17
(A>T) AAG(Lys)->TAG para betatalassemia cria um
codon de terminaliza¢do precoce, afetando a tradugéo.®
Neste caso encontrou-se a mutagcdo em uma familia de
origem negrdide sem relatos de ascendéncia asiatica.

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-11-654) in a black family from Brazil
was described.
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