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Introducio

Alteracoes genéticas em que a mutacdo de aminodcidos nas globinas
afeta a estrutura da molécula tornando-a instavel sdo classificadas como
hemoglobinas instdveis. Devido a grande diversidade dos pontos de
mutagoes por substituicoes e delecoes de aminodcidos, as formas de
instabilizagdo se apresentam muito variadas. A hemoglobina Koin é a
variante instdavel descrita com maior freqiiéncia na literatura e a terceira
descoberta no Brasil, as outras sdo Hb Niteréi e Hb Hasharon. Anemia
moderada, ictericia e presenca de urina escura caractervizam as
manifestacoes clinicas da Hb Kéln. Em programa de triagem neonatal
identificamos uma crianca com suspeita de beterozigose para
hemoglobina Kéin, confirmada por procedimentos eletroforéticos e HPLC.
Avaliacoes por diferentes metodologias laboratoriais e estudo familiar
auxiliam no diagnostico precoce, possibilitando minimizar os sintomas
decorrentes da hemoglobina anormal e a realizacdo do aconselbamento
genético e educacional destas alteracoes hereditdrias.
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rapidamente do que as normais sao designadas
instaveis (1).

As hemoglobinas instaveis constituem
um grupo de alteracdes genéticas em que a
mutacio de aminoidcidos nas globinas alfa ou
beta afeta a estrutura da molécula, tornando-a
instavel. A avaliacio da estabilidade da molécula
de hemoglobina é realizada por métodos fisico-
quimicos bem definidos atualmente, entre os
quais destacam-se o aquecimento da solucio
de hemolisado entre 50 e 60°C, a incubac¢io
com isopropanol (HCD a 37°C, ou a agitacio
vigorosa do tubo contendo o hemolisado. Assim,
as hemoglobinas que precipitam mais

Devido a grande diversidade dos pontos
de mutacdes por substituicoes e delecoes de
aminoacidos, as formas de instabilizacao se
apresentam muito variadas. Algumas
hemoglobinas sao discretamente instaveis e ndo
estado associadas com sintomas clinicos,
enquanto outras se precipitam com grande
intensidade, causando anemias hemoliticas.
Essas anemias podem ser graves, com acentuada
diminuicdo dos niveis de hemoglobina e
reticulocitose, ou entio, podem apresentar-se
com discreto quadro hemolitico acompanhado
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por modesta reticulocitose. Uma das principais
caracteristicas das hemoglobinas instaveis que
causam anemia hemolitica é a presenca de
corpos de Heinz (2).

A hemoglobina Koln € a variante instavel
com maior freqiiéncia na literatura e a terceira
descoberta no Brasil, as outras sao Hb Niterd6i e
Hb Hasharon (3). E resultante da substituicao
do aminoacido valina por metionina na posi¢cao
98(FG5)GTG -~ ATG da cadeia beta globina. A
hemoglobina anormal varia de 10 a 15% e
apresenta um aumento na afinidade ao oxigénio.
E origindria de europeus, afro-americanos e
japoneses (4, 5, 6, 7). Anemia moderada, ictericia
e presenca de urina escura caracterizam as
manifestacdes clinicas da Hb Koln (7, 8, 9).
Intervengdes como a esplenectomia diminui a
anemia e melhora o quadro clinico causado pela
doenca (10, 11).

Descricao do caso

Para triagem de hemoglobinopatias em
neonatos utilizamos sangue de cordio
umbilical colhido em tubos contendo EDTA
5%, por gravidade e niao por ordenha do
cordao, identificados como RN de (nome da
mae e nuimero do prontuirio hospitalar da
miae) e acondicionadas em geladeira até o
momento das analises, nao excedendo cinco
dias. As coletas foram realizadas no Hospital
de Base da Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto, SP, e o termo de
consentimento devidamente preenchido e
assinado. Apo6s os procedimentos de
identificacao, as amostras foram submetidas
aos testes de triagem como: resisténcia
globular osmoética em NaCl a 0,36% (12),
morfologia eritrocitaria (2), eletroforese em
acetato de celulose pH alcalino (13), os quais
permitem a identificacio de hemoglobinas
normais e anormais nesta faixa etaria.

No presente caso observou-se negatividade
no teste de resisténcia globular osmodtica em
NaCl a 0,36% e a morfologia eritrocitaria
apresentou-se com discretas alteracdes. Na
eletroforese em acetato de celulose pH alcalino
identificou-se a presenca de banda migrando
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entre as hemoglobinas A, e S, quando o
hemolisado era realizado com saponina a 1%
(14). No procedimento eletroforético realizado
com hemolisado preparado com cloroférmio
(14), observamos o desaparecimento desta
banda andmala, sugerindo a instabilidade da
molécula. Os perfis eletroforéticos, nas
preparacoes com saponina e cloroférmio, foram
realizados utilizando-se gel de agarose para
hemoglobina alcalina da CELM. Em eletroforese
pH acido (15), o padrio de migracao foi
semelhante a Hb A .

Diante da suspeita de hemoglobina
instavel foram realizados os procedimentos
laboratoriais padrao para caracterizacao destas
formas anormais de hemoglobina e a amostra
apresentou positividade aos testes de
instabilidade térmica (16) e de precipitacao
pelo isopropanol (17) e presenca de corpos
de Heinz (18). A banda anormal especifica
foi confirmada por focalizacao isoelétrica em
gel de agarose (14). A eletroforese de cadeias
globinicas (14) apresentou padrio de
migracdo das globinas, compativel com a
suspeita de Hb Koln.

A crianca e seus familiares foram
chamados para aconselhamento genético
educacional e a presenca da fracio anormal
foi confirmada em heterozigose na crianca e
sua mae, por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucao (HPLC) utilizando equipamento
Variant da Bio-Rad e kit de diagndstico para
talassemia beta heterozigota. A fracao anormal
na crianga apresentou 19,2% e tempo de
retencdo de 1.58. Na mie observou-se o mesmo
tempo de retencao e quantidade de 17,8% da
fracao anormal.

Discussao

A relacdo entre o aminoacido substituido
(valina por metionina) e a instabilidade da
hemoglobina Koln sugere que a valina esta
em contato com o heme na cadeia beta globina.
A substituicio da valina por metionina na
posicio FG5 causa mudanga na configuracio
da globina beta e alteracdes na reducio
enzimatica do ferro, resultando no aumento
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da conversio de metahemoglobina em
hemoglobina desnaturada (7, 19).

Quando a Hb Koln esta na conformacio
oxigenada, a molécula esta saturada e € estavel. A
transicao para o estado desoxigenado resulta na
perda do grupo heme, instabilidade, precipitaciao
e formacao de corpos de Heinz, que sio produtos
da degradacio citoplasmitica afetando a
membrana celular (7, 20). Esta substituicio de
aminodcido causa instabilidade intermediaria da
molécula e o paciente sofre processo hemolitico
cronico de moderado a severo e esplenomegalia
(21, 22). Na Hb Koln, a afinidade ao oxigénio é
aproximadamente 2,5 vezes maior que a Hb A e
o efeito Bohr é normal (23).

Como o individuo portador pode
apresentar sintomas de anemia hemolitica
desde o nascimento, devido a instabilidade
da molécula, enfatizamos a necessidade de
andlises laboratoriais criteriosas nos estudos
de hemoglobinopatias em neonatos. Estes
procedimentos auxiliam no diagnéstico
precoce destas alteracoes, possibilitando
minimizar os sintomas decorrentes da
hemoglobina anormal, e auxiliam na
realizacio do aconselhamento genético e
educacional destas alteracoes hereditirias.
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Abstract

Hemoglobinopathies are a diverse group of
inbherited recessive disorders that include
thalassemias and sickle cell disease. They were
the first genetic diseases to be characterized at
the molecular level and consequently have been
used repeatedly as a prototype for the
development of new techniques of mutation
detection. A major group of the structural
hemoglobins exhibit the property of instability
in solution, vesulting from their altered molecular

structures. Mutation of amino acids in the globin
affects the structure of the molecule turning it
unstable and they are classified as unstable
hemoglobins. Due to the great diversity of the
mutation points, substitutions and deletions of
amino acids, the unstable forms are very varied.
Hemoglobin Kéln is the unstable variant most
described in literature and the third discovered
in Brazil, the others are Hb Niteroi and Hb
Hasharon. Moderate anemia, jaundice and the
presence of dark urine characterize Hb Kéln's
clinical manifestations. In a neonatal screening
program we identified a child suspected of
bhaving hemoglobin Kéln, which was confirmed
by electrophoretic procedures and HPLC.
Evaluations by different laboratory
examinations and the family study aided in a
precocious diagnosis, thereby facilitating to
minimize the current symptoms of the abnormal
hemoglobin, and thus the family received support
with genetic and educational counseling of these
bereditary alterations.
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