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Abstract

The principal hemoglobinopathies (sickle cell disease, thalassemia and
unstable hemoglobins) are almost always inherited, and, to date, over two
thousand variants have been identified. These types of hemoglobinopathies
result from mutation of a healthy globin gene, with a consequent alteration in
the amino acid composition of, or the amount of, a particular globin chain. The
first alteration cause qualitative abnormalities in beta-globin such as Hb S, Hb
D, Hb C, Unstable hemoglobins and Hb M, and the second represent a
guantitative defect — the talassemias alpha or beta. Origen, pathophysiology
and laboratory abnormalities of these hemoglobinopathies are showed in this
article.
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Introducao
As sinteses das hemoglobinas humanas normais ocorrem em genes que

fazem parte dos cromossomos 11 e 16, e que sao transmitidos para todas as
células nucleadas precursoras dos eritrocitos, os eritroblastos. Cada célula
eritroblastica sequente acumula mais moléculas de hemoglobinas em seus
citoplasmas a medida em que evolui. Ao se tornar eritrdcito, esta célula passa
a ter entre 270 a 320 milhdes de moléculas de hemoglobina em seu interior,
fato comprovado com o valor padrao da hemoglobina corpuscular média, o
HCM, variavel entre 27 a 32 picogramas de hemoglobina'? (figural).
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Figura 1- Relacdo entre sintese de hemoglobinas e eritropoiese

Os genes alfa e beta sdo transmitidos através de seus respectivos
cromossomos 16 e 11, da célula tronco pluripotencial (CTP) para suas
células descendentes: célula tronco mieldide (CTM), proeritroblasto (PE),
eritroblasto basofilo (EB), eritroblasto policromético (EP) e eritroblasto
ortocromatico (EO). Em seguida, as moléculas de hemoglobinas passam a
compor os reticulécitos e eritrocitos.

O cromossomo 11 tem o agrupamento de genes tipo beta e que s&o
conhecidos por RCG-beta, epsilon, gama, delta e beta, enquanto que no
cromossomo 16 o agrupamento de genes tipo alfa sao identificados por RCG-
alfa, zeta, alfai e alfaz. RCG é a sigla de Regido Controladora de Genes, e
deste gene partem os estimulos especificos para 0s respectivos genes que
estdo sob seu controle. A sintese genética de todos esses genes ocorre de
forma equilibrada para a producdo das suas globinas correspondentes. As
globinas assim formadas se juntam em tetrameros para comporem oS
diferentes tipos de hemoglobinas normais? (figura 2).
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FIGURA 2

Figura 2- Esquema representativo dos genes nos cromossomos 16 e 11.
As sinteses das globinas a, B, 6 e y ocorrem de forma equilibrada. Esta
representacao explica como se compde as principais hemoglobinas humanas
apos o sexto més de vida.

As sinteses das hemoglobinas se diferenciam conforme as fases de
desenvolvimento embrionario e fetal. Logo apés o nascimento, a Hb Fetal
deixa de ser produzida e é substituida de forma gradual pela Hb A, fato que
se estabiliza no sexto més de vida. A figura 3 mostra as composi¢cdes



guimicas das hemoglobinas embrionarias e fetal. As hemoglobinas
embrionarias Gower-1, Portland e Gower-2 sdo muito importantes para o
desenvolvimento embrionario pela forma rapida com que libera o oxigénio
para as células dos tecidos e 6rgaos que estao se formando. A Hb Fetal, por
sua vez, atua somente na fase fetal, quando todos os 6rgaos estdo formados.
Pelo fato da circulacdo de sangue materno-fetal ser muito restritiva, a Hb
Fetal passa a ter maior afinidade pelo oxigénio, efetuando, assim, rigido
controle de sua liberacdo para as células dos tecidos e 6rgédos*®.
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Figura 3- Sintese das hemoglobinas embrionéarias e fetal.

Ha intrinseco relacionamento genético e fisioldgico entre a evolucdo
embrionaria e fetal com os tipos especificos de hemoglobinas destas fases.
Observe que o embrido ao atingir o terceiro més de vida, quando o mesmo se
transforma em feto, pode ter quatro tipos diferentes de hemoglobinas
atuantes: Gowerl, Portland, Gower2, e Hb Fetal. Com o desenvolvimento
do feto as hemoglobinas embrionarias deixam de ser sintetizadas e a Hb
Fetal alcanca niveis de concentracdes préximos de 100%.

Seis meses ap0s 0 nascimento ha o estabelecimento definitivo das sinteses
genéticas das hemoglobinas e suas respectivas concentragdes. Os diferentes
tipos de hemoglobinas podem ser fracionados e quantificados por meio de
eletroforeses e cromatografias*®. A figura 4 mostra a composicdo molecular
das hemoglobinas e seus fracionamentos por eletroforese alcalina.
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Figura 4- Representacdo esquematica do equilibrio das globinas.

ApoOs 0 sexto més de nascimento 0s genes que sintetizam todas as globinas
ja se tornaram estaveis, portanto, as globinas alfa se combinam com
globinas beta, gama e delta para formarem as hemoglobinas A, Az e Fetal.
As concentracdes das hemoglobinas de uma pessoa permanecem estaveis
até o fim de sua vida. A Hb A por ter maior concentracdo (94-98%) é a mais
importante e seu tetrdmero quimico é representado por az 3.

As hemoglobinas glicadas também podem ser visualizadas por eletroforese
alcalina, e as mesmas se posicionam discretamente mais rapidas que
aHb A.

A funcéo primordial das hemoglobinas, quer sejam as embrionarias, fetal ou
hemoglobinas A e Az, é o transporte de oxigénio para todos os tecidos e
orgaos através do fluxo sanguineo. Entretanto, a Hb A € a que melhor
representa o controle da liberacdo do oxigénio por ser a mais prevalente (94
a 98%) dentro do eritrocito. A liberacdo de Oz, entretanto, depende de uma
pequena molécula conhecida por 2,3-DPG (2,3 difosfoglicerato) que se
encontra acomodada entre as duas globinas beta do tetramero a2 2. Quando
a molécula 2,3-DPG esta internalizada é indicativo de que a hemoglobina
estd oxigenada. A liberacdo de oxigénio (desoxigenacdo) se faz
gradualmente no sangue venoso. Inicialmente uma globina alfa libera o
oxigénio, em seguida a outra globina alfa também o faz, e neste momento a
molécula de 2,3-DPG comeca a se expor. Na sequéncia, uma globina beta
libera o oxigénio e a molécula de 2,3-DPG se expde mais ainda. E,
finalmente, quando a outra globina beta libera o oxigénio, a molécula de 2,3-
DPG se exp0e totalmente. Nesta situagéo a Hb A se encontra completamente
desoxigenada. A exposicdo de 2,3-DPG € a “senha” para que a molécula v se
reoxigene outra vez, desta vez no sangue arterial® (figura 5).
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Figura 5- Esquema da oxigenacdo e desoxigenacdo da hemoglobina A.

Fase 1- A hemoglobina estd completamente oxigenada (oxi-Hb) e a molécula
de 2,3-DPG esta internalizada. Fase 2- O inicio da liberacdo do oxigénio
(desoxigenacdo) se inicia com as globinas alfa, e nesta fase a molécula de
2,3-DPG comeca a se mover afastando as duas globinas beta. Fase 3- As
globinas beta, a medida que se afastam uma da outra, liberam suas
moléculas de Oz, tornando a hemoglobina desoxigenada (desoxi-Hb), e a
molécula de 2,3-DPG se expde completamente. Sua exposi¢do indica que a
hemoglobina deve ser reoxigenada quando o eritrécito que a contém passar

pela circulagéo arterial dos pulmdes.

Origem das hemoglobinas normais e das _hemoglobinopatias

Os processos evolutivos que ocorreram nos reinos microbiano, animal e
vegetal se desenvolveram por meio de muta¢cdes adaptativas, notadamente
em relacdo aos processos fisiologicos e de inser¢cdes ambientais. A origem
de pigmentos transportadores de oxigénio também se deu por meio de
mutacdes que aconteceram ao longo de milhdes de anos. Apresentamos um
resumo ilustrativo da provavel relagdo entre evolucdo e a sintese das
hemoglobinas a partir de um hipotético processo que possa ter ocorrido ha 3
bilhdes de anos, quando surgiram as primeiras moléculas de DNA. Desta
forma, a figura 6 foi elaborada para mostrar a relacdo entre os periodos
geoldgicos e a origem de proteinas transportadoras de elétrons e oxigénio, e
que se transformaram na molécula ancestral da hemoglobina’.




Era Pré-Cambriana. E provavel que ha 3 bilhdes de anos surgiram as
primeiras evidéncias de vida em nosso planeta caracterizadas pela
presenc¢a de microorganismos.

Era Paleozédica. Entre 800 e 400 milhdes de anos atrds surgem os
primeiros genes codificadores de hemoglobinas em plantas
leguminosas (Leghemoglobinas), levedurase paramécios.

Era Paleozoica. Neste periodo, também, aparecem as moléculas de
hemoglobinas primitivas como um sub-produtos de Citocromo, que
sao proteinas com um grupo heme e que transportam elétrons.

Era Mesozoica. Acredita-se que ha 250 milhoes de anos surgem de
fato as hemoglobinas que se tornam complexas, fato que permite o
desenvolvimento dos primeiros vertebrados: peixes, répteis e anfibios.

Era Cenozodica. Entre 60 milhdes de anos atrds surge o ancestral
hominideo comum que resulta no aparecimento do ancestral humano-
chimpanzé ha 4 milhdes de anos. Nesta fase da evolugao a sintese de
hemoglobinasse torna similar ao que conhecemos nos dias atuais.

FIGURA 6

Figura 6 — Resumo ilustrativo da evolucdo que deu origem as hemoglobinas
relacionada com os periodos geoldgicos até a fase evolutiva do ancestral
humano-chimpanzé ha 4 milhdes de anos.

Em relacdo a origem dos genes especificos para hemoglobinas, acredita-se
gue mutacdes sequentes que aconteceram ao longo de aproximadamente
800 milhdes de anos foram moldando moléculas de DNA em cromossomos.
Essas moléculas, portanto, foram se especializando em genes que se
tornaram funcionais para as estruturas organicas para as quais foram
moldadas. Entre 400 e 200 milh8es de anos, quando os genes moldados ja
exerciam as funcdes basicas de sinteses de precursores das hemoglobinas,
esses genes e seus cromossomos se duplicam. E finalmente, ha 4 milhdes
de anos, dois cromossomos diferentes passam a ter genes diversificados
para as sinteses de hemoglobinas, surgindo especificamente no
cromossomos 16 os genes tipo a (§ e aie az), e no cromossomo 11 os genes
tipo B (g, v, d e B)’. De forma resumida, todo esse processo evolutivo de
genes é mostrado na figura 7.



Proposta cientifica com quatro genes que sintetizam as

% leghemoglobinas das plantas leguminosas ha 800

milh6es de anos.

Pesquisas cientificas obtidas em estudos de peixes fosseis

1 % com 300 milhdes a 400 milhdes de anos mostraram que a

evolugdo resumiu os genes para sintese de hemoglobinas
de quatro para dois genes.

Ha 200 milhoes de anos mutagdes sequentes em peixes
causaram a duplicagdo do cromossomo e,
consequentemente, do numero de genes para sinteses
de hemoglobinas, ou seja dois genes por cromossomo.

Por volta de 100 milhGes de anos, quando surge o
ancestral hominideo comum, uma dessas copias sofreu
mutacoes, tornando-se diferente da original. Surgem dois
cromossomos diferentes e com genes especificos para as
sinteses dos precursores das globinas c.e p.

Entre 70 e 4 milhOes de anos mutagdes o0s precursores
dos genes a. e P se especializam para atuarem nas fases
embrionaria (genes € e ), fetal (gene Y), e pos
nascimento (genes a,, o, B e §).

Figura 7 — Quatro esquemas representativos das fases da evolucdo dos
genes que deram origem as hemoglobinas humanas ao longo de 800 milhdes
de anos.

As mutacBes continuaram e continuam a acontecer. Na espécie humana,
especialmente em relacdo as hemoglobinas, mutacées em diferentes genes
podem ter resultado em sinteses de novas proteinas e enzimas. Da mesma
forma, mutacdes também causaram e causam deficiéncias funcionais de
genes, originando diversos tipos de doencas. Em relacdo as hemoglobinas
humanas, acredita-se que entre 350 mil e 50 mil anos atras possa ter
ocorrido mutacdes que afetaram as sinteses de hemoglobinas em povos
dos continentes africano e asiatico. Uma dessas muta¢cbes de interesse
hematolégico, genético e quimico foi a que deu que origem a Hb S. ApGs esta
hemoglobina variante ter se estabelecido funcionalmente, acredita-se que
sua difusdo populacional possa ter ocorrido devido a um processo adaptativo
em que eritrocitos com Hb AS (heterozigotos) tinham maior resisténcia
contra a infeccdo da maléria, enquanto que pessoas portadoras de
hemoglobinas normais (Hb AA) eram facilmente afetadas. Esta é a razdo pela
gual se pode explicar a maior prevaléncia da Hb S frente as outras
hemoglobinas variantes, bem como o seu alto grau de dispersdo entre
diferentes regides do mundo. E importante destacar que atualmente se
conhece cerca de 4 mil tipos de hemoglobinas mutantes, a maioria das
quais ndo afetam a fisiologia normal das hemoglobinas. Alguns tipos de
hemoglobinas variantes, no entanto, podem causar danos aos eritrocitos ou
afetar a oxigenacao do sangue, como sdo o0s casos da homozigose da Hb S
(HbSS) e de duplas heterozigoses (Hb SC, Hb SD e Hb S/talassemias), e dad



heterozigoses de Hb Instaveis, hemoglobinas M e hemoglobinas com alta
afinidade pelo oxigénio’:& °.
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Figura 8- Relacdo entre a evolucdo antropoldgica da espécie humana e o
provavel periodo da origem das hemoglobinas variantes.

A molécula da Hb A e regifes suscetiveis a mutacdes

A molécula da hemoglobina é complexa por conter dois pares de globinas
diferentes (ou dimeros) a e B, e quatro grupos heme fixados as suas globinas
(figura 9a). Cada uma das duas globinas alfa contém 141 aminoacidos, e
cada uma das duas globinas beta contém 146 aminodacidos, totalizando 574
aminoacidos inseridos nas quatro globinas (figura 9b). Esses aminoéacidos
estdo distribuidos no tetramero de globinas em seis regides da molécula:
externa, interna, nas sustentacbes das duas extremidades do grupo heme
(proximal e distal), nos contatos entre as duas globinas alfa, nos contatos
entre as duas globina beta, e nos contatos entre globinas alfa e beta (figura
9c). Esses contatos sédo fundamentais para a manutencdo da integridade da
estrutura molecular notadamente com relacdo a sua estabilidade, bem como
a capacidade de se distender e de retrair durante a desoxigenagdo e
oxigenacao, respectivamente® 3 4,




Fig.9a

CONTATO ENTRE AS GLOBINA ALFA
(ESTABILIDADE MOLECULAR)
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Figura 9 — 9a: estrutura da molécula de hemoglobinas com duas globinas alfa
e duas globinas beta, cada uma delas ligada ao respectivo grupo heme;
9b: montagem da molécula de hemoglobina com seus 574 aminoacidos; 9c:
especificacdo das seis regides passiveis de trocas de aminoacidos e suas
consequéncias patoldgicas em cor vermelha, e sem consequéncia patoldgica
em cor preta.

A maioria das mutacdes envolve a troca de um aminoacido por outro com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes. Dependendo da regido da molécula
em que ocorreu a troca de aminoacidos, a hemoglobina variante resultante
pode ter funcdes normais ou alteradas. A tabela 1 mostra as seis regides
suscetiveis a mutacdes relacionadas com patologias e alteracdes
hematolégicas® 4 1°.



Tabela 1 — Relacdo entre regides onde ocorrem mutacdes na molécula de
hemoglobina, principais patologias e alteracdes hematoldgicas.

Regido da molécula Patologias AlteracOes hematoldgicas
Externa Nenhuma* Nenhuma*

Interna Anemia hemolitica Hb instaveis; corpos de Heinz
Contato globinas a Anemia hemolitica Hb instaveis; corpos de Heinz
Contato globinas B Eritrocitose Hb anormais e alteracéo na

de dissociacao de oxigénio

Sustentacéo de Cianose e Hb M; metahemoglobinemia;
Grupo heme Anemia hemolitica corpos de Heinz
Contato globinas af Anemia hemolitica Hb Instaveis; corpos de Heinz

* Excecdo feita a Hb S, resultante de mutacdo no aminoacido 6 na regido
externa da globina beta (B6 acido glutamico (Glu) por valina (Val).

Conceitos: hemoglobinas variantes (ou anormais), hemoglobinopatias
e talassemias

Hemoglobinas variantes (ou anormais) sdo aguelas que apresentam
estruturas quimicas diferentes as das hemoglobinas normais: Hb A, Hb Az ou
Hb Fetal. A maioria das Hb variantes sdo causadas por muta¢des pontuais,
ou seja, uma base nitrogenada € trocada por outra diferente, o que resulta,
enfim, na troca de um aminoacido por outro também diferente. Até o
presente foram catalogadas aproximadamente 2 mil Hb variantes por
mutacBes da Hb A, com destaques para as hemoglobinas S, C, D, I, J, Porto
Alegre, Niteréi, Hasharon, M Boston, etct10.11.12,

Ha, porém, um pequeno grupo com cerca de 100 tipos de Hb variantes que
sdo resultantes de mutacbes nos genes delta e gama. Entre estas as
originadas por mutacdes da Hb Az, por exemplo, Hb B2, A2 Babinga, etc., e
as mutantes da Hb Fetal, por exemplo, Hb F Texas, entre outras. Situacdes
rarissimas e que também dao origem as Hb variantes ocorrem em crossing-
over desiguais do cromossomo 11 promovendo a fusdo de genes beta com
delta (8d), beta com gama (BY), e o inverso (delta-beta). As fusdo Bd origina
varios tipos de globinas hibridas Bd comumente denominadas por Hb Lepore,
por outro lado as fus@es inversas 63 causam a formacao das Hb anti-Lepore.
Por fim, a fusdo By promove a formagédo da Hb Kenya. As Hb Lepore e anti-
Lepore sdo, em geral, fenotipicamente similares a talassemia beta menor,
com discreto grau de anemia microcitica e hipocromica®: 1,
Hemoglobinopatias € a denominacéo que se da as hemoglobinas variantes
gue causam aos seus portadores sintomas ou sinais patologicos, por
exemplo, anemia hemolitica e cianose (comum nas Hb M); anemia hemolitica
com eritrocitos falcizados (doencas falciforme: Hb SS, Hb SC, Hb SD,



Hb S/B Talassemia); anemia hemolitica, eritrécitos com corpos de Heinz e
urina escura (Hb Instaveis); eritrocitose simulando policitemia (Hb Malmo).

Talassemias é o nome que se da um conjunto de sinais e sintomas
presentes nas suas formas de doencgas que ocorrem em pessoas com
talassemias intermédia e maior. Os principais sinais e sintomas sao 0s
seguintes: anemia com eritroblastos, hemodlise, esplenomegalia,
hepatomegalia, atraso de crescimento, necessidade de transfusbes
periddicas, entre outros. As talassemias decorrem dos desequilibrios entre as
globinas alfa e beta. Dessa forma, a talassemia alfa € uma sindroma causada
guando a sintese de globina alfa estd diminuida e a da globina beta esta
normal, enquanto que a talassemia beta se deve a diminuicdo da globina
beta em relagéo a alfa® *3.

Os conceitos de hemoglobinopatias e talassemias foram elaborados
inicialmente em pessoas com a heranca genética homozigota, em dupla
heterozigose e, em casos excepcionais de heterozigoses das Hb Instaveis,
Hb M e Hb com alta afinidade ao oxigénio, como ja descrevemos acima.
As situacBes em heterozigoses de quase todas as hemoglobinas variantes e
das talassemias ndo causam alteracdes fisiologicas e, portanto, carecem de
sinais e sintomas*!3. A figura 10 apresenta varias hemoglobinas variantes
citadas neste texto.
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Figura 10. a) Hb AA(normal), Hb AS ( traco falciforme) e Hb AF/FTexas (Hb
variante da Hb Fetal em recém-nascido); b) Hb A/Porto Alegre (com dois
polimeros de hemoglobinas); c) Hb A/Lepore e Hb AS; d) Hb A/Koln (Hb
Instavel com duas fracdes); e) Hb AA, Hb AS e Hb A/Malmo (hemoglobina
com alta afinidade ao O3); f) Hb A/A> Babinga (Hb variante da Hb Ay).



Hb S: a molécula gue alavancou a ciéncia e tecnologia

Embora a mutacdo que originou a Hb S tenha ocorrido ha milhares de anos,
seus efeitos passaram a ser definidos a partir de 1910 quando o meédico
JB Herrick!* publicou um artigo em que relatava a presenca de eritrocitos
com a “forma de foice” em um paciente negro que padecia de acentuada
anemia crénica desde o nascimento, ictericia e fortes dores nas articulagées.
A partir dessa divulgacdo o conhecimento sobre a Hb S e suas
consequéncias evoluiram em varias areas bioldgicas conforme o resumo
apresentado na tabela 2.

Tabela 2 — Resumo histérico da evolucdo de importantes conhecimentos
sobre a Hb S realizados por pesquisadores estrangeiros e brasileiros.

Ano Autor Resumo do relato cientifico

1910 JB Herrick!4 Descreve a clinica da anemia falciforme e a
relaciona com pessoas de origem africana

1940 IJ Sherman?'® Demonstra que a presenca das células

falciformes se deve a desoxigenacao dos eritrocitos

1946 E Silvestroni 1© Descreve a associacdo entre Hb S e beta
e | Bianco talassemia (S/pB Talassemia)
1949 L Pauling®’ Separa a Hb S da Hb A por meio de eletroforese

e conclui que a Hb S causa doenca molecular

1949 JV Neel*® Descreve a heranca genética da anemia falciforme
e seus principais gendétipos: Hb AS, Hb SS,
Hb SD, Hb SC, Hb S/Tal.B, etc.

1954 AC Allison?? Descreve a hipétese de que pessoas com Hb AS
sdo mais resistente a malaria

1956 VM Ingram?° Descreve a troca de aminoacidos na globina BS
(BS 6 acido glutamico por valina)

1963 CL Conley?* Demonstra que a clinica da anemia falciforme é
amenizada quando a Hb Fetal esta elevada
1968 JG White?? Estabelece quimicamente a formacao de

polimeros de deoxi-Hb S no processo da falcizacdo

1972 PC Naoum 2 Introduz a bioquimica molecular no Brasil através
da técnica de fingerprinting de hemoglobinas
1978 YW Kan?* Introduzem a biologia molecular para identificar
AM Dozy. polimorfismos genéticos da Hb S
1984  PC Naoum?® Descreve como se deu a introdugéo do gene S
e cols. no Brasil ao mapear as hemoglobinopatias no

estado de Sao Paulo

1984  J Pagnier?® Demonstram que a origem da Hb S



ocorreu em pelo menos trés regides da Africa

1984 FL Johnson?’”  Realiza o primeiro transplante alogénico de células

e cols. tronco em paciente com anemia falciforme (Hb SS)
transformando-o portador de trago falciforme (Hb AS)
1986 MA Ruiz?® Realiza no Brasil primeiro estudo preventivo para
identificar traco falciforme em recém-nascidos
1989 D Labie?® Demonstra que a origem da Hb S também ocorreu
e cols. na India e Arabia (Arabia Saudita)

1991 RF Rieder3® Associam os diferentes seis haplétipos de Hb S com
e cols. a diversidade clinica da anemia falciforme

2000 CT Noguchi3! Realizaram as primeiras corregoes do gene S
e cols. em camundongos transgénicos com anemia
falciforme, eliminando esta doenca genética

2007 F Perroni®? Realiza o primeiro transplante alogénico de células
B Simbes tronco no Brasil, transformando paciente com Hb SS
em portador de trago falciforme ( Hb AS)

Hb S e suas consequéncias patolégicas

Normalmente, no interior dos eritrocitos, as moléculas de hemoglobinas
normais ou variantes quando estdo oxigenadas (oxi-Hb) ou desoxigenadas
(deoxi-Hb) se mantém independentes e isoladas. No entanto, este processo
fisico-quimico ndo ocorre com os eritrocitos que tém mais de 50% de Hb S
em seu interior. Nestas condi¢cfes, quando as moléculas de Hb S se tornam
desoxigenadas (deoxi-Hb S), elas se agregam e formam milh&es polimeros
com disposi¢cdes lineares, que transformam eritrocitos globulares em
alongados com a forma de foice ou meia-lua (figura 11)*°.
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Figura 11 — Eritrocitos contendo mais de 50% de Hb S, ao se desoxigenarem,
passam a modificar gradualmente as suas configuragdes, passando da forma
globular (a) para configuracdo discretamente alongada (b). Nesta fase, se
essas células receberem oxigénio e as Hb S se reoxigenarem, € possivel que
retornem para a forma globular (fase reversivel). Porém, se as células com a
configuracédo (b) continuarem perdendo oxigénio elas se transformam em
células falciformes irreversiveis (c). Sao justamente estas células irreversiveis
gue causam a oclusdo vascular em varios 6rgaos de quem tem doenca
falciforme.

O aumento do namero de células falciformes nos vasos sanguineos de uma
pessoa com doencga falciforme causa oclusdes vasculares que impedem a
oxigenacdo de tecidos e o6rgdos. Os principais efeitos patolégicos das
oclusdes sao as crises de dores causadas por pequenos infartos teciduais ou
organicos (figura 12)3 4,



Figura12

Figura 12 — Ocluséo vascular por células falciformes. Fonte: Sciencesource

A transformagdo que ocorre no nivel molecular das hemoglobinas S
oxigenadas em desoxigenadas € a principal causa da mudanca de forma dos
eritrocitos globulares para falcizados. Este fato se da por causa da estrutura
guimica do aminoé&cido valina que ocupou o lugar do acido glutamico na
posi¢cdo numero 6 da globina beta. Os atomos de hidrogénio da valina que se
expOe externamente na globina BS quando a Hb S se torna desoxigenada, faz
com gue os mesmos se liguem com regifes hidrofobicas da globina alfa,
formando os polimeros de hemoglobinas S* 33, A figura 13 mostra por meio
de esquemas as alteracdes da Hb S desoxigenada em comparagédo com a
Hb A oxigenada.
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Figura 13 — (a) e (b) Quando as moléculas de Hb A e Hb S estédo
oxigenadas, portanto nos estados oxi-HbA e oxi-HbS, elas se mantém
independentes e solubilizadas dentro dos eritrocitos; (c) Quando as
moléculas de Hb A liberam oxigénio elas se tornam desoxigenadas (deoxi-
Hb A) e continuam independentes e solubilizadas; (d) Quando as moléculas
de Hb S liberam oxigénio (deoxi-HbS) ocorre uma alteracdo estrutural
causada pela troca do acido glutamico pela valina na posicdo 6 da globina
beta. Dessa forma a valina mutante exp8e atomos de hidrogénio que se
ligam as porcles hidrofébicas das globinas alfa (setas vermelhas). Esta
ligacdo faz com que as moléculas de Hb S se agregam em formas de
polimeros lineares (setas verdes). A formacdo de milhdes de polimeros
transformam o eritrocito globular para a configuracdo alongada, semelhante a
foice ou meia-lua.

Doenca falciforme: conceitos de fendétipo, gendétipo e haplétipo

A maioria das doencas genéticas sdo inicialmente detectadas através de
algumas caracteristicas clinicas visuais, sinais, sintomas, formas especificas
de células, entre outras. Este tipo de identificacdo de uma possivel patologia
é conhecido por fenotipo da doenga. No caso da doencga falciforme (DF)
gue congrega diversas patologias especificas como se vera adiante, o seu
fendtipo é caracterizado por anemia, ictericia, presenca de células falciformes
no esfregagco sanguineo e necessidades de transfusdes periodicas de
concentrado de hemécias®® 4. A figura 14 resume todas estas caracteristicas
da DF.
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Figura 14 — Principais eventos clinicos e laboratoriais que caracterizam o
fendtipo da doenca falciforme.

Como foi descrito acima, quando um médico diagnostica em seu paciente a
DF por meio do conhecimento do fendtipo € preciso dar continuidade a
busca de mais informacgdes, notadamente para identificar qual o tipo de DF
do qual é portador: anemia falciforme, hemoglobinopatia SC,
hemoglobinopatia SD, Hb S associada a talassemia alfa (S/Tal. a) ou a
talassemia beta (S/Tal. a), Hb S com persisténcia elevada de Hb Fetal (Hb
S/PHHF), etc. Para este tipo de caracterizacdo da DF é necessario 0 uso
das seguintes andlises laboratoriais: hemograma, eletroforese ou de
cromatografia de hemoglobinas, e dosagem de Hb Fetal® 3 8 10.13.34 e desta
forma é possivel identificar os gendétipos da DF, conforme mostra a figura
15.
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Figura 15

Figura 15 — Genotipos mais comuns de doenca falciforme na populacéo
brasileira identificados por meio de eletroforese alcalina de hemoglobinas em
acetato de celulose.

A diversidade da gravidade clinica na anemia falciforme (Hb SS ou Hb SF)
fez com que fossem desenvolvidas analises moleculares para explicar, por
exemplo, por que dois pacientes com anemia falciforme acentuada (Hb: 7,0
g/dL) se portavam clinicamente de formas diferentes, por exemplo, enquanto
um deles tinha frequentes crises de intensas dores o outro padecia de dores
de pouca intensidade e de forma esporadica. Esta diferenca de
comportamento clinico em uma mesma doenca passou a ser alvo de
pesquisas. Observou-se que pessoas com anemia falciforme podiam ter
seus eritrocitos ocupados com 96-98% de Hb S e com 1 a 5% de Hb Fetal,
caracterizando o gendétipo Hb SS. E havia um menor nimero de pessoas com
anemia falciforme com eritrécitos ocupados com 75 a 90% de Hb Se com 6 a
20% de Hb Fetal. Relacionou-se, portanto, que pessoas com anemia
falciforme associada a Hb Fetal acima de 5% evoluia clinicamente melhor
gue as que tinham a Hb Fetal abaixo de 5%. Constatou-se, em seguida, que
Hb Fetal elevada no mesmo eritrécito com Hb S retarda o processo de
falcizacdo. Fisiologicamente a Hb Fetal tem maior afinidade ao oxigénio, de
tal forma que a medida que a Hb S libera o oxigénio (deoxi-HbS) a Hb Fetal
libera o seu oxigénio para a Hb S, reoxigenando-a e evitando a falcizagéo.
Pesquisas com técnicas moleculares realizadas nos anos 80 mostraram que
a elevagcao da Hb Fetal na anemia falciforme estava relacionada com etnias
especificas de povos da Africa e Asia. A anemia falciforme se diferenciava
clinicamente conforme a composi¢cédo do DNA entre os genes beta e gama.



Deste modo que surgiram os cinco haplétipos da Hb S, alguns dos quais
mostram associados a elevacdes de Hb Fetal® 33 34 (figura 16). No Brasil
predomina o haplétipo Bantd em 70 a 80% dos portadores de Hb SS, seguido
do Benin (15 a 25%), Camardes (5 a 8%) e atipicos ( 5 a 8%)3.
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Figura 16

Figura 16- Hapldétipos de Hb S em pacientes com anemia falciforme (Hb SS)
relacionados com graus de anemia (Hb Total), concentracdes de Hb Fetal e
gravidade clinica. Observa-se que o aumento da concentracdo de Hb Fetal
diminui os graus de anemia e da gravidade clinica.

Diagnostico laboratorial da doenca falciforme

O diagndstico laboratorial da doenca falciforme é basicamente realizado com
apenas trés exames laboratoriais: hemograma, eletroforese de
hemoglobinas e a dosagem de Hb Fetal. Alguns laboratérios substituiram a
técnica da eletroforese por cromatografia HPLC. O hemograma fornece os
dados referentes ao grau de anemia do paciente, enquanto que os indices
hematimétricos HCM e VCM auxiliam a diferenciar genotipos iguais
determinados por eletroforese ou cromatografia, por exemplo, a Hb SF.
A tabela 3 mostra especificamente a diferenciacado destes casos de Hb SF,
assim como o de outros genétipos da doenca falciforme. Destacamos ainda
nesta tabela a presenca do genétipo de Hb AS, que embora seja clinicamente
assintomatica e sem anemia, é Gtil como parametro de comparacgédo? & 34,

Tabela 3 — Diferenciagao dos principais tipos de doenca falciforme e de seus
genaotipos por meio de eletroforese (ou cromatografia) de hemoglobinas,
dosagem de Hb Fetal e indices hematimétricos VCM e HCM do hemograma.



Doenca Falciforme Genotipo* Hb(g/dL) VCM HCM Hb Fetal(%)

Anemia Falciforme SS 5a9 N N 2ab
Anemia Falciforme/PHHF** SF 9all N N 10 a 20
Hemoglobinopatia SC SC 7all N N 0a3
Hemoglobinopatias SD***  SD 7all N N 0as3
Hb S/ Talassemia alfa SH 6al0 D D 2ab
Hb S/ Talassemia beta SF 6all D D 10 a 20
Traco falciforme **** AS 12 a 16 N N Oal
Hb Normal **** AA 12a 16 N N Oa 1

*  Genotipo estabelecido por eletroforese ou cromatografia de hemoglobinas
**  PHHF: Persisténcia Hereditaria de Hb Fetal
*** Hp D migra na eletroforese alcalina e cromatografia similar a Hb S.
A diferenciacéo entre Hb S e Hb D se faz por meio de eletroforese acida.
****QOs valores de Hb(g/dL) aqui representados como padrdes pode ter
pequenas variacdes entre diferentes laboratorios.
N: valores normais; D: valores diminuidos.

Talassemias: a doenca gue desvendou as funcdes dos genes

A talassemia é uma patologia que surgiu em ancestrais humanos que
habitavam as regides do mar Mediterraneo e o sudeste asiatico. E possivel
admitir que o primeiro relato da doenca tenha sido feito por Hippocrates no
ano 400 AC ao descrever o que se segue: quando criancas com sete anos
tiverem fraqueza, descoloracdo da pele, respiracdo rapida ao andar e fadiga,
Jjunto com o desejo de comer terra, isto indica destruicdo do seu sangue”. O
termo talassemia, portanto, tem origem grega com a combinacdo dos
seguintes significados thalassa (mar), aima,(sangue), an (falta de). Portanto,
o termo anaima (falta de sangue) passou a indicar anaemia (em latim) e que
se tornou anemia. Como se sabe, era comum em algumas ilhas gregas o
casamento entre primos de primeiro grau, assim, nestes lugares haviam
muitas pessoas com talassemias menor e maior, fato constatado durante as
guerras gregas onde era facil a conquista dessas ilhas, pois 0s guerreiros
‘nao tinham sangue”. Dessa forma surgiu a palavra thalassa+anaima
(talassanaima) que se transformou em talassemia, com o significado de
‘pessoas sem sangue que moram nas ilhas do mar’. Entretanto, o0s
fundamentos cientificos sobre talassemias tiveram inicio a partir de 1925 com
o artigo de Thomas B. Cooley e Perl Lee®®, conforme mostra a tabela 4 em
que se relata os principais eventos relacionados com esta doencga® 3 1333,




Tabela 4 — Breve relato dos principais eventos que destacaram as
descobertas relacionadas com as talassemias.

Ano Autor Resumo do relato cientifico
1925 TB Cooley®® Descrevem as caracteristicas da doenca: anemia,
P Lee face mongoloide, palidez, esplenomegalia,
hepatomegalia, eritrocitos resistentes a solucdes
hipotdnicas e sangue com eritroblastos.
Entre1925 a 1970 a talassemia era conhecida por
anemia de Cooley. Em 1970 passa a ser
designada por anemia do mediterraneo. Somente
em 1975 passa a ser conhecida por talassemia.
1935 F Micheli®® Demonstra a hereditariedade da “anemia de
e cols. Cooley”
1948 E Silvestroni®”  Explicam que a hereditariedade da “anemia de
| Bianco Cooley € tipica de heranca mendeliana.
1955 E Silvestroni®®  Descrevem a interacdo genética entre a anemia
| Bianco se Cooley e a Hb S, caracterizando a anemia
micro-drepanocitica, atualmente conhecida por
Hb S/Talassemia beta.
1974 H Lehmann# Demonstra que a globina alfa é sintetizada por
RG Hunstman guatro genes alfa, dois em cada cromossomo 16,
e a globina beta é produzida por dois genes beta,
um em cada cromossomo 11.
1974 M Barry®? Descrevem os resultados dos primeiros testes
e cols. realizados em pacientes com talassemia 3 maior
submetidos a terapia quelante de ferro associada
com regime de hipertransfusdo de eritrocitos
realizados entre 1966 a 1973.
1981 DJ Weatherall*®© Descrevem a base molecular das talassemias.
JB Clegg
1987 WHO# Apresenta em sua reunido anual realizada em
Hierakleion, llha de Creta na Grécia o primeiro
protocolo terapéutico internacional para o
tratamento de pessoas com talassemia 3 maior.
1990 G Lucarelli*? Primeiro transplante alogénico de células tronco
e cols. em paciente com talassemia beta maior.
2004 FA Naoum*3 Associam a baixa prevaléncia de infartos em
e cols. portadores de talassemia beta menor com a cinética

metabdlica acelerada de LDL-colesterol




Causas genéticas das talassemias e diagnostico laboratorial

A sintese das globinas do agrupamento de genes alfa (RCG-q, {,a1e a2) e
de genes beta (RCG-B, €, y, 6 e B) ocorre de forma equilibrada para a
formacdo das hemoglobinas A, Az e Fetal. Para efeito de compreensédo do
processo de desequilibrio na sintese de globinas alfa e beta que causam as
talassemias, optamos por representar apenas os resultados das sinteses dos
genes a e B, e das respectivas globinas, conforme mostra a figura 17.
Quando hé& desequilibrio nas sinteses destas globinas, os produtos
degradados das globinas livres e ndo combinadas produzem lesdes nos
eritrécitos. As lesBes expde algumas proteinas de membrana e tornam o0s
eritrocitos afetados alvos do sistema imune, 0s quais s&o retirados
precocemente da circulacdo sanguinea causando a anemia hemolitica da
talassemia. As talassemias, enfim, sdo um grupo heterogéneo de disfuncdes
genéticas causadas por reducdes nas sinteses de globinas alfa ou beta.
A talassemia mais prevalente em todo o mundo é a do tipo alfa (figura 17b),
seguida da talassemia beta (figura 17c). Excepcionalmente ha relatos de
reducbes nas sinteses de globinas delta ou gama que originam as
talassemias delta ou gama, respectivamente, sem significado clinico
importante3 4 13, 33,40,
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Figura 17 — Nesta figura representamos os cromossomos 16 e 11 e seus
respectivos grupos de genes alfa e beta. (a) Sintese equilibrada das globinas
alfa e beta com producdo de Hb AA; (b) As setas em amarelo mostra uma
das alteracdes por falhas de genes alfa que dao origem a talassemia alfa,
resultando num desequilibrio na producao das globinas alfa e beta; (c) A seta
branca mostra que um gene beta estd com reducédo total em comparacao
com outro gene beta que estd normal, fato que resulta também num
desequilibrio entre as globinas alfa e beta.

O diagnéstico laboratorial estad diretamente relacionado com o grau de néo
funcionalidade dos genes alfa e beta, conforme mostram as figuras 18 e 19
para a talassemia alfa, e 20 e 21 para a talassemia beta.
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Figura 18 — Quadro demonstrativo dos principais tipos de talassemia alfa
relacionados com: grau de desequilibrio das globinas a/B, genes alfa
com lesdo funcional, diagnodstico clinico, alteragbes hematoldgicas
eritrocitarias e alteracdes laboratoriais especificas. Lesbes parciais dos
genes alfa estdo caracterizadas com a em cor cinza; lesdes totais dos genes
alfa estao caracterizadas por tracos; (*) também denominada por doenca de
Hb H; (**) RN natimorto com sindrome hidropica ou hidropsia fetal.
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VCM (fL) | <77 fL | <771L b <771fL
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Figura 19

Figura 19 — Eletroforeses alcalina de hemoglobina em acetato de celulose de
trés casos de talassemias alfa: minima, menor e intermédia (*doenca de Hb
H). Se considera talassemia minima os casos em que a Hb H esta presente
em baixissimas concentra¢des associada a valores padrdes de hemoglobina
total em g/dL (**). Observa-se que a medida que aumenta a concentracéo da
Hb H na eletroforese os valores de Hb total (g/dL) diminuem.
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Figura 20 — Quadro demonstrativo dos principais tipos de talassemia beta
relacionados com: grau de desequilibrio das globinas a/B, genes beta
com lesdo funcional, diagnéstico clinico, alteracbes hematolégicas
eritrocitarias e alteracfes laboratoriais especificas. LesGes parciais dos
genes beta estdo caracterizadas com 8 em cor cinza; lesdes totais dos genes
beta estdo caracterizados por tracos. (*) a talassemia intermédia é uma
classificacdo eminentemente clinica, ndo sendo possivel determina-la
somente pelos resultados de exames laboratoriais.
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GENOTIPO AA B AF I FA
TIPO CLINICO NORMAL TAL. B MENOR TAL. B MAIOR** ITAL. MAIOR
Hb A, (%) 2-4% >4-8% 2-6% 1 2-6%
Hb Fetal (%) 0-1% 1-5% 5-20% I 80 - 100%
Hb (g/dL) 12 -16 g/dL* 10 - 13 g/dL 7-9g/dL I <7g/dL
VCM (fL) 77 -96 fL* <771L <771L 1 <77-881L
HCM (pg) 27 -32pg* <27 pg <22 pg | <20pg

|
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Figura 21 — Eletroforeses alcalina de hemoglobinas em acetato de celulose.
Comparacdes de resultados entre Hb AA (normal), Hb AA2 aumentada (Tal.3
menor), Hb AF (Tal.8 maior) e Hb FF (Tal.B maior). (*) valores padrdes de
normalidade. (**) alguns destes gendtipos podem estar associados a
talassemia beta intermédia.

A importéancia do diagndstico correto nas talassemias

No Brasil, a talassemia beta menor tem prevaléncia entre 0,5 e 1%, a
talassemia alfa minima entre 15 a 20%, e a talassemia alfa menor entre 3 e
5%. Essas variagdes ocorrem por causa da extraordinaria composi¢ao étnica
da populacdo brasileira nas suas diversas regides geograficas. Embora
sejam assintomaticas, a maioria dos portadores de talassemias minima e
menor tém eritrogramas muito parecidos com o da anemia ferroprival: 2 3 25,
A diferenciacdo entre estes dois grupos por meio de andlises laboratoriais
esta resumida na tabela 6.

Por outro lado, a forma grave de talassemia beta, conhecida por talassemia
beta maior é rara por meio de avaliacado relativa, ou seja 1 caso para cada 30
mil pessoas. Porém, se analisarmos sob o ponto de vista absoluto para o
Brasil, considerando uma populacdo de 220 milhées de habitantes, € possivel
admitir que no nosso pais ha cerca de 7300 pessoas com esta doenca. Ao
considerarmos as necessidades médicas basicas (médicos, enfermagem,
psicologos, exames laboratoriais, etc.) e terapéuticas, a magnitude do
impacto financeiro e social é consideravel.




Tabela 6 — Exames fundamentais para diferenciar as talassemias minima e
menor da anemia por deficiéncia de ferro. A cor vermelha destaca as
diferencas de resultados entre estas patologias.

Exames laboratoriais Tal. minima e menor Deficiéncia de ferro
Alfa Beta

Hemoglobina (g/dL) <12 <12 <12

HCM (pg) <27 < 27 <27

VCM (fL) < 77 < 77 <77

Morfologia dos eritrocitos MH, ESQ, DCR, PB* MH, LEP

Eletroforese de Hb AH AA2AUMENTADA AA2 DIMINUIDA

Hb Az (%) <2-3 >4-8 <2-3

Hb Fetal (%) 0-1 1-5 0-1

Hb H (%) 0,2-5 0 0

Ferro sérico NORMAL NORMAL DIMINUIDO

Ferritina NORMAL NORMAL DIMINUIDO**

CTLFe NORMAL NORMAL NORMAL/AUMENTADO

Saturacdo de ferro NORMAL NORMAL DIMINUIDO

MH: Micrdcitos hipocrémicos; ESQ: Esquisocitos; DCR: Dacridcitos;

PB: Pontilhados basofilos; LEP: Leptocitos; CTLFe: Capacidade Total de
Transporte de Ferro.

* Alteracdes morfolégicas comuns nas talassemias alfa e beta

**Pode estar aumentado em casos associados a processos inflamatérios.

HEMOGL OBINAS INSTAVEIS

Sao hemoglobinas anormais raras que causam anemia hemolitica cronica de
intensidade variavel, muitas vezes acompanhadas de muitos eritroblastos e
queratocitos, ou células mordidas. A maioria das hemoglobinas instaveis
ocorre  por mutacdes espontaneas sem que haja envolvimento da
hereditariedade, e se manifesta clinicamente em diferentes fases da vida:
recém-nascidos, infancia ou adolescéncia® 10, Seus portadores, em geral,
tém alteracdes clinicas bem definidas, conforme mostra a tabela 7.

Tabela 7- Alteracdes clinicas dos portadores de hemoglobinas (Hb) Instaveis

Alteragdes Clinicas Frequéncia Comentarios

Esplenomegalia 86 Ocorre quando a Hb Instavel causa
anemia hemolitica cronica .

Sintomas de anemia 80 Anemia de grau variavel, pois depende

do tipo de lesdo molecular. A anemia
pode ser desencadeada por drogas
oxidantes, febre alta ou infecg¢des virais.

Pigmenturia 64 Importante fator para diagnostico.
Ocorre nos episodios de hemalise.
Cianose 32 Ocorre quando a elevacédo da metaHb

estad acima de 5%.
Ictericia neonatal 5 Simula anemia hemolitica autoimune.




O primeiro relato de Hb Instavel foi feito em 1964 por Dacie e colaboradores**
gue descreveu acentuada presenca de corpos de Heinz em cinco pacientes
acometidos por anemia hemolitica crénica. Atualmente ha mais de 200 tipos
diferentes de Hb Instaveis descritas em todo o mundo, algumas sao mais
frequentes e podem ser identificadas pessoas de diversos paises, por
exemplo, Hb Koln (B 98 Valina>Metionina) e Hb Hasharon (a 47
Fenilalanina> Histidina)®. No Brasil, o primeiro caso de hemoglobina instavel
foi relatado por H. Praxedes, em 1972, com a Hb Niterdi'®. Esta hemoglobina
teve uma caracteristica especial pois foi 0 primeiro caso de delecédo conjunta
de trés amino&cidos sequencias da globina beta (Hb Niterdi: B delecao dos
aminoacidos 42,43 e 44). Em 2009, duas novas hemoglobinas instaveis
foram descritas no Brasil por M. Bezerra e colaboradores, qual seja, a Hb
Caruari e Hb Olinda*. A tabela 8 apresenta as dez principais alteracdes
comuns entre as Hb Instaveis? 3 10,

Tabela 8 — Dez altera¢cdes comuns que ocorrem nas Hb Instaveis

1- Originam-se de muta¢cdes que envolvem substituicGes de aminoacidos em
regides sensiveis da hemoglobina, por exemplo, em aminoacidos que
promovem a estabilidade da molécula (ver figura 9c).

2- Todos os diferentes tipos de Hb Instaveis descritas até o presente sdo
heterozigotas. Provavelmente a homozigose ndo é compativel com a vida.

3- Estao associadas a anemias hemoliticas crénicas ou agudas, com
intensidades variaveis: discreta, moderada ou grave.

4- A anemia pode ser desencadeada por medica¢cdes oxidantes, por
exemplo, sulfas e derivados, infec¢des bacterianas ou virais, e febre alta.

5- Em 98% dos pacientes com Hb Instaveis aparecem os corpos de Heinz
(produtos degradados das globinas desnaturadas naturalmente) apos
coloragéo supravital com azul de crezil brilhante a 1% (figura 22a).

6- A degradacéo da Hb Instavel libera os grupos hemes de suas
globinas e os mesmos sao excretados pela urina sob forma de dipirréis,
causando intensa pigmenturia com a cor de chocolate.

7- Ainda, durante o processo de degradacéo da Hb Instavel, o ferro € oxidado
e a oxihemoglobina se transforma em metahemoglobina, com elevacéo de
sua concentragdo no sangue.

8- O teste determinante para identificar uma Hb Instavel € sua desnaturacao
e precipitacdo ao calor que ocorre ao aquecer a solucdo quimica da
hemoglobina a 50°C (figura 22b).

9- As Hb Instaveis séo visiveis em eletroforese alcalina de hemoglobina,
notadamente quando os eritrécitos hemolisados com saponina a 1%
(figura 22c). Quando a mutacgao ocorre na globina beta é possivel
visualizar a globina alfa livre préxima ao ponto de aplicacdo da amostra
(figura 22d).

10-A maioria das hemoglobinas instaveis ocorrem por mutacdes
espontaneas durante a embriogénese.
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Figura 22

Figura 22 — (a) Eritrocitos com corpos de Heinz apos coloracdo com azul de
crezil brilhante a 1%; b) Teste de instabilidade térmica a 50°C: desnaturacéo
(tubos 1 e 2) e precipitacdo (tubo 3); (c) Eletroforeses de Hb AA e Hb
A+Instavel (Hb Hasharon, uma mutante de globina alfa); (d) Eletroforeses de
Hb AA e Hb A+instavel (Hb Koln, uma mutante de globina beta) com
destaque para a globina alfa livre desta hemoglobina instavel.
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