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Introducao e Objetivo

As hemoglobinopatias sao doencas monogénicas hereditarias, de transmissao autossomica recessiva, resultantes de mutagdes nos genes codificantes para as cadeias de globina da hemoglobina
(Hb), ou nas suas regioes regulatorias. Encontram-se entre as doencas hereditarias mais comuns e constituem um dos principais problemas de saude a nivel mundial. As variantes das
hemoglobinas sao causadas por defeitos estruturais resultantes de alteragdes na sequéncia de aminoacidos nas cadeias de globina, sendo a Hb S a mais frequente e associada a patologia.

As hemoglobinopatias sdo as unicas, entre todas as doencas genéticas, em que a detecao de portadores € possivel por testes hematologicos e bioquimicos. No entanto, a analise molecular do
respetivo gene, deve ser realizada para a identificacao definitiva de casos complexos ou quando os resultados hematologicos/bioquimicos nao sao conclusivos. A identificacao de hemoglobinopatias
e frequentemente presuntiva, com base em tempos de retencao e padrdes de migracao, e deve ser baseada preferencialmente no minimo em duas metodologias com principios de separacao
diferentes. A identificacao definitiva requer a analise do respetivo gene, espectrometria de massa ou sequencia¢éo de proteinas' 2.0s procedimentos analiticos mais comumente utilizados devem ter
capacidade de detetar as variantes de hemoglobina clinicamente mais significativas: Hb S, Hb C, Hb DPunab Hb Lepore , Hb E e Hb OA™ab,

Objetivo: Caraterizar e identificar as variantes de Hb com mobilidade eletroforética semelhante a Hb S..

Algoritmo do diagndstico laboratorial
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Resultados e Discussao

No periodo de janeiro de 2010 a agosto de 2017 foram detetados no nosso laboratorio 660 casos de variantes de Hb com mobilidade semelhante a Hb S. Destes, 467 foram confirmados como sendo
Hb S (70,8%). AHb D e a Hb Lepore, tambéem clinicamente relevantes, foram prevalentes com, respetivamente, 101 (15,3%) e 74 (11,2%) casos. Os restantes 18 casos foram classificados como
variantes de Hb raras (2,7%), tendo sido 11 casos (1,7%) identificados por estudos de geneética molecular: Hb Maputo (1), Hb G-Coushata (1), Hb Summer Hill (1), Hb Setif (1), Hb G Waimanalo (1),
Hb D Iran (1) Hb Oleander (1), Hb Ottawa (1), Hb Etobicoque (1), Ho Matsue-Oki (1) e Hb Q-India (1). (Figura1 e Tabela 1).

A ldentificacao presuntiva das variantes de Hb, Hb S, Hb D e da Hb Lepore, foi baseada no padrao de migracao da FIE e nos tempos de retencao da cromatografia de troca ionica, assim como no
resultado do teste de solubilidade e no comportamento cromatografico do HPLC de fase reversa das cadeias de globina (Figura 2). A analise molecular proporcionou a identificacao definitiva das
variantes de Hb raras (Figuras 3 e 4). A Hb Matsue-Oki foi encontrada como composto heterozigotico com a delecao o-talassémica de 3,7Kb e a Hb Q-India, foi encontrada em dupla heterozigotia
com PY-talassémia (c.316-149_*342delinsAAGTAGA). Em ambos os casos, a presenca de anemia microcitica e hipocromica podera ser explicada pela coexisténcia de talassémia (alfa ou beta
talassemia).(Tabela 2).

Tabela 1-Caracteristicas bioquimicas e moleculares das hemoglobinas variantes raras com mobilidade eletroforética semelhante a Hemoglobina S

Com identificacdo Sem Identificacéo

Hb S Hb D Hb Lepore

molecular molecular e ,, .
Identificacao Presuntiva
No 467 101 74 11 7 Focagem Isoelétrica Mobilidade Semelhante a Hemoglobina S
Prova solubilidade Negativo
% 70,8 15, 11,2 1,7 1,0
HPLC troca iénica Pico na zona Pico na zona Pico nazona Piconazona PiconazonaHb Piconazona PiconazonaHbS Piconazona Pico na zona Pico na zona Pico zona
HbD HbA2 HbS HbA2 S/desconhecido HbS / Hb ou desconhecido HbS/HbD HbS HbC HbS
Hb D- Hb Maputo HPLC fase reversa variante Hb variante Hb variante Hb  variante Hb variante Hb variante Hb variante Hb variante Hb Silenciosa Silenciosa variante Hb
15’30}0 Hb G-Coushata cadeias globina cadeia beta cadeia beta cadeia beta cadeia beta cadeia beta cadeia alfa cadeia alfa cadeia alfa cadeia alfa
Hb Summer Hill Identificacao Definitiva
Hb Lepore; Hb D-iran Hb G- Hb Summer Hb G-
11 20 _ . . Oi Indi
0 Hb variantes com b Setif Hb Maputo Coushata Hill Hb D-Iran Hb Setif Hb Oleander Hb Etobicoque  Hb Ottawa Hb Matsue-Oki Waimanalo Hb Q-India
Identificacao [, Biologia molecular
molecular HBB:c.142 G>T HBB:c.68A>C HBB:c.157G>C HBB:c.67G>C  HBA2:c.283G>T  [BA2:C.349G>C  HBA2:c.255C>A  HBAZ2:c46G>C ou L p)s. 955056 HBA2:c.193G>A  HBA1:c.193G>C
1.79% Hb Oleander (ou HBA1) (ou HBA1) HBA1)
Hb S, 70’8% Hb Ottawa

0 SERICRRIE Tabela 2- Fenétipo hematolégico dos Compostos Genéticos Hb Matsue-Oki /del a tal 3,7Kb e da Dupla heterozigotia Hb Q-India/b’talassémia
Hb Matsue-Oki

" Qindia Género/ldade Hb (g/dL) GV (x10%¥L) Ht (%) VGM (fL) HGM (pg) CHGM (g/dL) RDW (%) Hb variante(%) Hb A, (%)
Figura 1-Hemoglobinas variantes com mobilidade eletroforética semelhante a da Hemoglobina S detetadas e Composto heterozigotico
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Figura 2- Resultados de diferentes metodologias para a identificacao presuntiva da Hb S, Hb D e Hb - - - s -
Lepore. a) Padrao da focagem isoeletrica; b) Pico na janela da Hb S (38,3%) por HPLC de troca idnica;
c) Teste de solubilidade positivo para Hb S; d) Pico na janela da Hb A, (11.6%) por HPLC de troca

IOnica indicativo de Hb Lepore; e) Pico na janela da Hb D (37,3%) por HPLC de troca idnica; f) HPLC de
fase reversa das cadeias de globina, revelando a presenca de cadeias 3P e cadeias 3 normais

Conclusao

Figura 3 - Caracterizacao bioquimica e identificacdo molecular de variantes raras de cadeia
beta - Hb G-Coushata. a) Padrdo de migracéao na FIE; b) HPLC de troca ionica mostrando
um pico na zona da Hb A, (40.3%); c) HPLC de fase reversa das cadeias de globina,
revelando a presenca de uma cadeia B anormal; d) Eletroferograma parcial do exdo 1 do
gene HBB revelando heterozigotia para a variante: c.68A>C, p.Glu22Ala.

Figura 4 - Caracterizacao bioquimica e identificacdo molecular de variantes raras de
cadeia alfa - Hb Matsue Oki. a) FIE - migracdo na zona Hb S; b) HPLC troca i6nica-
pico na zona da Hb S (29.4%); c) HPLC de fase reversa das cadeias da globina- padrao
de eluicao normal; d) Eletroferograma parcial do exdao 2 do gene HBAZ2, revelando
hemizigotia para a variante: c.226G>A. p.Asp75Asn.

Podemos concluir que a combinacao dos resultados obtidos pelas diferentes metodologias bioquimicas permite a identificagao presuntiva das variantes mais prevalentes, Hb S, Hb D e
Hb Lepore, e direciona o estudo molecular para a identificacao definitiva das variantes de Hb raras. Este estudo também revelou a importancia da conjugacao de diferentes
metodologias bioquimicas para uma correta identificacao das variantes mais comuns. O diagnostico hematologico e bioquimico correto acompanhado da analise molecular, quando
aplicavel, sao essenciais para um adequado acompanhamento/tratamento clinico e aconselhamento genetico dos doentes e dos seus familiares.
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