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RESUMO

Este relato de caso mostra a interagdo da hemoglobina (Hb) S com a Hb D de uma crianga que foi
previamente diagnosticada como anemia falciforme (Hb SS) devido ao seu padrao de migragdo da
eletroforese em pH alcalino. O fen6meno de falcizagdo foi confirmado com 2% de metabissulfito de
sodio. O pai e a mae da crianga apresentaram um padrdo heterozigoto na eletroforese de hemoglobina
em pH alcalino (Hb AS). O fendmeno de falcizagdo foi confirmado para o pai, porém ndo foi confirmado
para a mae. A eletroforese em pH &cido foi realizado para diferenciar a Hb S da Hb D. O fendtipo da
familia foi estabelecido: o pai apresenta Hb AS, a mde AD e a crianga SD. O propdsito do presente
estudo foi ressaltar a importancia da confirmagdo da Hb S detectada na eletroforese em pH alcalino,
com o teste de solubilidade ou falcizagdo e com a eletroforese em pH acido.
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ABSTRACT

This case report shows the interaction of hemoglobin (Hb) S with Hb D. in a child previously diagnosed
with sickle cell anemia based on the Hb electrophoretic migration pattern in alkaline pH. The sickling
phenomenon was confirmed with 2% sodium metabisulfite. The father and mother of the child had a
heterozygous pattern (Hb AS) in hemoglobin electrophoresis at alkaline pH. The sickling phenomenon
has been confirmed to the father, but it has not been confirmed for the mother. The electrophoresis at
acid pH was used to differentiate Hb S from Hb D. The family’s phenotype was established: the father
has Hb AS, the mother AD and, the child SD. The purpose of this study was to emphasize the importance
of confirmation of Hb S detected in electrophoresis at alkaline pH, with the solubility test or 2% sodium
metabisulfite and with the electrophoresis at acid pH.
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Relato de caso

Este trabalho relata o caso de uma crianga
de trés anos, portadora de hemoglobinopatia SD
que teve o diagndstico inicial de anemia falcifor-
me (Hb SS). Os resultados da eletroforese de he-
moglobina dos pais, apresentaram um padrdo de
Hb AS em ambos. O que chamou a atengdo foi o
teste de falcizacao dos pais, que foi positivo para
0 pai, mas negativo para a mae. A partir desta
discrepancia foi realizada a eletroforese em pH aci-
do e o diagndstico de hemoglobinopatia SD na cri-
anca foi estabelecido. O fendtipo do pai é Hb AS e
da mae, Hb AD. Este caso mostra a necessidade de
se fazer o teste de falcizacdo e/ou de solubilidade
quando a eletroforese de hemoglobina mostra uma
fracdo com migracao na faixa de Hb S. Em caso
negativo para o teste de falcizagao e/ou de solu-
bilidade, deve ser feita a eletroforese de hemo-
globina em pH &cido. A crianga e os pais foram
atendidos no ambulatério de Hematopediatria da
Universidade Federal do Parana e os exames fo-
ram realizados na Unidade de Apoio Diagndstico
e Servico de Analises Clinicas, também, da Uni-
versidade Federal do Parana.

Foram coletadas as amostras sanguineas do
pai (D.S.R., 41 anos), da mae (V.P.L., 36 anos) e da
crianga (M.E.R., 3 anos) em frascos de 3.5 mL com
anticoagulante EDTA-K,. O hemograma foi realiza-
do no analisador hematoldgico Sysmex XE2100D e
a contagem de reticulécitos no contador Sysmex
XT2000i. As eletroforeses, tanto em pH alcalino
como em pH acido, foram realizadas no equipamento
Sebia Hydrasys LC que utiliza o principio da eletro-
forese capilar em gel de agarose. O teste de falci-
zacao foi realizado usando, como agente redutor, o
metabissulfito de soédio a 2%.

Resultado

Os resultados parciais do hemograma do pai,
da mae e da crianga foram descritos na tabela 1. O
pai da crianca é portador do traco falciforme (Hb
AS), devido a presenca de uma banda eletroforéti-
ca na posicdo de Hb S e outra na posigcao de Hb A,
como mostrado na eletroforese de hemoglobina em
pH alcalino da figura 1, posicao 7. O teste de falci-
zagdo foi positivo, e na eletroforese em pH acido
nao se evidenciou banda na posicao de Hb D, con-
forme mostrado na figura 2, posicao 2. O resultado
da eletroforese em pH alcalino da mae mostrou a
presenca de uma banda na posicdao de Hb A e uma
banda na posicao Hb S, conforme mostrado na fi-
gura 1, posicdo 8, o que lhe conferiu o fenétipo de
Hb AS. O teste de falcizagao na amostra de sangue
da mae foi negativo, fato que motivou a realizagao
da eletroforese em pH acido, a qual revelou a pre-
senca de uma banda na posicao de Hb D, conforme
mostrado na figura 2, posicdo 3, determinando o
fendtipo AD para mde da crianga. A crianga mos-
trou, na eletroforese em pH alcalino, a presenga de
uma Unica banda na posicdo de Hb S, conforme mos-
trado na figura 1, posicao 9. O teste de falcizacao
foi positivo mas pelo fato do teste de falcizagdo da
made ser negativo, a crianga ndo poderia ter um
fendtipo de Hb SS. O resultado da eletroforese de
hemoglobina em pH &cido da crianga, mostrou uma
banda na posicao de Hb D, conforme mostrado na
figura 2, posicao 4. A partir da eletroforese em pH
acido, o fendtipo de Hb SD pdde ser estabelecido
para a crianga. A tabela 2 mostra o perfil eletrofo-
rético e a dosagem das hemoglobinas A, e fetal, na
qual foi demonstrado que a crianga apresentou um
aumento da hemoglobina fetal, também observado
na eletroforese em pH alcalino.

Tabela 1: Resultado parcial do hemograma do pai, da mde e da crianga

Leucocitos Eritrocitos Hb Hct VCM RDW  Reticuldcitos Eritroblastos
Familia  (x10°/L) (x1012/L) (g/dL) (%) (fL) (%) (%) (%)
Pai 8.79 5.11 16.0 44.9 87.8 13.3 2.0 0
Mae 8.57 5.03 15.4 43.2 85.8 13.1 1.0 0
Crianga 16.55 2.20 6.4 20.8 94.5 28.7 20.2 19

Hb (Hemoglobina); Hct (Hematdcrito); VCM (Volume corpuscular médio); RDW (Red Cell Distribution Width), indice de Anisocitose.
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Hemoglobinopatia SD apresentada como hemoglobinopatia SS.
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Figura 1. Resultado da eletroforese de hemoglobina em pH alcalino.
Nota: Posicéo 7: Hb AS (pai); Posicao 8: Hb AS (mae); Posicao 9: Hb SS (criancga);
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Figura 2. Eletroforese de hemoglobina em pH acido.
Nota: Posi¢éo 2: Hb AS (pai); Posicdo 3: Hb AD (méae); Posicao 4: Hb SD (crianca).

Tabela 2: Diagnostico eletroforético e dosagem das hemoglobinas A, e Fetal.

Familia Fenétipo Hemoglobina A, Hemoglobina Fetal
(%) (%)

Pai AS 2.0 0.5

Mae AD 2.0 0.6

Crianga SD 2.2 13.2
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Discussao

As hemoglobinas D Los Angeles ou D Punjab,
sdo idénticas e foram descritas por Itano em 1951,
em uma familia de Los Angeles, descendentes de
ingleses e indianos. Em 1962, a estrutura quimica
foi caracterizada como sendo uma substituicdo do
acido glutémico por glutamina, no aminoacido de
posicdo 121 (GLU e GLN (Bt21(GH4)GIu-GIny da cadeia
beta de globina.l2 E a terceira hemoglobina varian-
te mais comum e existem pelo menos 16 subtipos
de Hb D derivados de diferentes pontos de muta-
gao no gene B-globina. A Hb D Punjab é o subtipo
de Hb D mais frequente. Sugere-se que a mutagao
ocorreu na regido central da Asia devido ao grande
nimero de ocorréncia na regido de Punjab, na In-
dia e se espalhou por diversos paises através da
migragdo. A Hb D Punjab é mais comumente en-
contrada na India, Paquistdo e Ird.1345 Raros indi-
viduos sdo homozigotos para Hb D e sdo geralmen-
te assintomaticos, assim como os heterozigotos de
Hb D com a Hb A. Também podem ocorrer a asso-
ciagdo da Hb D com outras formas variantes da ca-
deia beta de globina, como a Hb S. O individuo
heterozigoto Hb SD resulta em alteragdes clinicas
mais perceptiveis.>® As caracteristicas clinicas e la-
boratoriais variam dependendo do subtipo de Hb D
envolvido.37:8

A Hb D interage com a Hb S favorecendo a
polimerizacdo durante a desoxigenacgao e produzindo
uma anemia hemolitica com caracteristicas clinicas
semelhantes a anemia falciforme de intensidade
moderada.®!3 O sangue periférico mostra um qua-
dro de anemia normocitica e normocrémica, com
anisocitose, policromatofilia e pecilocitose, com
codocitos e raros drepandcitos. 131415 O aumento da
hemoglobina fetal observado no presente estudo,
pode ocorrer de modo geral, com valores inferiores
a 8%, mas ja foram descritos valores >25%.%16 Em
pacientes falciformes (Hb SS), € comum a presen-
Ga de Hb F elevada. A Hb F ndo polimeriza com Hb
S, 0 que representa um carater protetor ao vasos
sanguineos quanto maior sua concentragdo, e con-
sequentemente, menor as chances de lesdes vas-
culares. Esta situagao parece ndo ocorrer com pa-
cientes com fenotipo Hb SD, que apesar de niveis
elevados de Hb F, apresentam complicagoes clini-
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cas graves semelhantes, ou até mesmo superiores,
aos observados em pacientes com Hb SS, como
sepse, crise de sequestro esplénico, hemdlise e cri-
ses vaso oclusivas. A severidade clinica depende
também da expressdo fenotipica da hemoglobina
variante.?/15.16,17

A hemoglobinopatia SD foi descrita pela pri-
meira vez em 1966 em um homem com caracteris-
ticas caucasoides que tinha diagndstico de anemia
falciforme (Hb SS).18 O diagndstico de anemia falci-
forme foi estabelecido porque, na eletroforese em
pH alcalino, as hemoglobinas S e D apresentam
mobilidade eletroforética similares, por isso, migram
na mesma posicao. A diferenciacao entre as duas
hemoglobinas foi realizada através da eletroforese
em pH acido, assim como relatado no nosso caso.
Neste pH, a Hb D migra na posicao da Hb A, permi-
tindo a identificagdo da hemoglobina variante.!13
A realizacdo da eletroforese em pH alcalino é prati-
ca comum em alguns laboratérios clinicos como
exame de triagem para hemoglobinopatias, porém,
o método dificulta a identificacdo de casos de Hb
SD. Outras técnicas também podem ser utilizadas
para a identificagdo de hemoglobinas variantes como
a focalizacdo isoelétrica, a eletroforese capilar, a
Cromatografia Liquida de Alta Pressdao (HPLC) ou
através de técnicas moleculares. Apesar de serem
mais precisas, sdo técnicas de custo elevado e que
exigem pessoal experiente para execugdo.317:1°

Conclusao

E necessario que todas as amostras que apre-
sentam uma Unica banda na posicdo de Hb S sejam
testadas novamente por técnicas alternativas, tan-
to para confirmar a presencga de doenga falciforme
como também para excluir a possibilidade de um
heterozigoto composto. A Hb D pode ser claramen-
te distinguivel da Hb S pela sua solubilidade nor-
mal, pela auséncia de formacdo de células
falciformes e pela diferenga na mobilidade eletrofo-
rética em pH éacido.3!° Este caso mostra a impor-
tancia da realizagdo dos testes complementares a
triagem para a Hb S e suas associagdes para con-
firmagdo do fendtipo de Hb S ou Hb D a fim de
evitar que diagndsticos erréneos sejam feitos e para
um manejo adequado aos pacientes afetados.
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