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Thalassemias and hemoglobinopathies are hereditary conditions found in humans
throughout the world. In veterinary medicine, hemoglobin polymorphism has been stu-
died in production animals, but there are no reports of hemoglobinopathies in dogs, and
studies involving hemoglobin polymorphism in this species are scarce. In order to search
for hemoglobin variants in dogs, blood samples were collected from 202 dogs of various
breeds, being 130 patients with chronic anemia (Experimental Group) and 72 clinically
healthy animals (Control Group). These samples were subjected to alkaline electrophore-
sis of hemoglobin, which permitted separation and quantification of hemoglobin fractions
by densitometry, and then subjected to hemoglobin electrophoresis in an acid medium, a
technique used in human medicine for the separation of variant fractions of hemoglobin
that do not differentiate in an alkaline medium. The erythrogram and RBC indices were
obtained concurrently. The methods demonstrated that HbA is the major component of
canine hemoglobin, and a small amount of HbA2 can be detected in some of the evaluated
animals, and most dogs showed only HbA in its composition. It was concluded that the
presence or absence of HbA2 does not interfere with RBC indices of evaluated animals, and
the comparison between the hemoglobin of Experimental and Control groups showed no
differences in fractions distribution between them, and there was no hemoglobin variants

in evaluated canines.
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RESUMO.- Talassemias e hemoglobinopatias sdo condi¢des
hereditarias encontradas em humanos de todo o mundo.
Em medicina veterinaria, o polimorfismo de hemoglobinas
tem sido estudado em animais de produg¢do, mas ndo exis-
tem relatos de hemoglobinopatias em cdes, e os estudos
envolvendo o polimorfismo de hemoglobinas nesta espé-
cie sdo escassos. Com o objetivo de pesquisar variantes da
hemoglobina em caes, foram coletadas amostras de sangue
de 202 caninos de variadas racas, sendo 130 portadores de
anemia cronica (Grupo Experimental) e 72 animais clinica-
mente saudaveis (Grupo Controle). Estas amostras foram
submetidas a eletroforese alcalina de hemoglobinas, que
permitiu a separacio e quantificacio das fracdes de hemo-
globina por densitometria, e posteriormente submetidas a
eletroforese de hemoglobinas em meio acido, técnica utili-
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zada em medicina humana para a separagio de fracées de
hemoglobinas variantes que nao se diferenciam em meio
alcalino. O eritrograma e indices hematimétricos foram ob-
tidos concomitantemente. Os métodos utilizados demons-
traram que a HbA é o maior componente da hemoglobina
canina, e que uma pequena quantidade de HbA2 pode ser
detectada em uma parcela dos animais avaliados, sendo
que a maioria dos caninos apresentava exclusivamente
HbA em sua composi¢do. Concluiu-se que a presenga ou
auséncia de HbA2 nao interfere nos indices hematimétri-
cos dos animais avaliados, e que quando comparadas as he-
moglobinas dos grupos Experimental e Controle, ndo sdo
observadas diferencas na distribuicdo das fracdes destas,
além de ndo serem observadas hemoglobinas variantes nos
caninos avaliados.

TERMOS DE INDEXACAO: Hemoglobinopatias, eletroforese, poli-
morfismo de hemoglobinas, caninos.

INTRODUCAO

Talassemias e hemoglobinopatias sdo condi¢des heredi-
tarias encontradas em seres humanos de todo o mundo
(Wagner et al. 2005, Srivorakun et al. 2011, Lin et al. 2012).
As anemias hereditarias sdo, das doengas geneticamente
determinadas, as mais comuns e compreendem um grupo
de condig¢des de consideravel complexidade (Leoneli et al.
2000).

As hemoglobinopatias sdo um assunto de interesse
crescente entre as autoridades de satude e pesquisadores
em medicina humana no Brasil, uma vez que diferentes es-
tudos apontam que estes distirbios genéticos sdo um pro-
blema de sadde publica nacional, e desde 2001 o Ministério
da Saude tornou obrigatéria a pesquisa de hemoglobinopa-
tias em recém-nascidos, usando o teste de Guthrie (Seixas
etal. 2008).

Em medicina veterindria, o polimorfismo da hemoglo-
bina tem sido estudado mais intensamente em animais de
producdo. O tipo de hemoglobina pode apresentar relacdo
com a resisténcia a parasitos, intensidade de resposta imu-
ne e relacdo com eficiéncia reprodutiva e producado de 13
e leite, e é empregado na identificagdo de individuos e de
parentesco, € um dado util, na selecdo de animais com as-
pectos genéticos ligados a interesse produtivo (Lacerda &
Soto-Blanco 2006, Luz et al. 2010, Ayres et al. 2011).

Diversos polimorfismos de hemoglobinas ja foram
descritos em espécies animais, como bovinos, bubalinos,
ovinos, caprinos e felinos (Ramos et al. 1997, Regis 2002,
Ayres et al. 2005, Lacerda & Soto-Blanco 2006, Eshara-
tkhah et al. 2007, Barca Junior et al. 2008, Ayres et al. 2009,
Al-Samarrae et al. 2010, Luz et al. 2010, Ayres et al. 2011,
Rego et al. 2011, Atyabi et al. 2012, Egena & Alao 2014, Pal
& Mummed 2014, Yakubu et al. 2014). No entanto, ndo ha
na literatura relatos de hemoglobinopatias envolvendo
cdes, e os estudos sobre o polimorfismo das hemoglobinas
nesta espécie sdo escassos.

Sendo assim, os objetivos principais deste estudo foram
comparar os tipos de hemoglobina de cdes que apresen-
tem anemias cronicas com os clinicamente saudaveis pelos
métodos da eletroforese alcalina e acida, objetivando-se
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identificar diferencas na estrutura destas hemoglobinas, e
evidenciando possiveis hemoglobinopatias nestes pacien-
tes. Secundariamente, o estudo visou comparar indices he-
matimétricos de cdes que apresentassem tipos diferentes
de hemoglobina em sua composicao, a fim de detectar se as
diferentes concentracoes de tipos de hemoglobina influen-
ciam o comportamento hematolégico destes cdes.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Fluminense sob o protocolo 724.

Foram avaliados cdes da regido metropolitana do Rio de Ja-
neiro atendidos no Hospital Veterinario Universitario Professor
Firmino Marsico Filho da Universidade Federal Fluminense (Hu-
vet/UFF) entre o periodo de marg¢o de 2012 a junho de 2015. Os
animais foram separados em dois grupos:

i) Grupo Experimental: foram selecionados, a partir de regis-
tros de pacientes do Hospital Huvet/UFF, 130 animais da espécie
canina, independente de sexo ou ra¢a, com idade acima de 1 ano
de idade, que apresentassem hematécrito abaixo de 37% por, no
minimo, 15 dias e, no maximo, 30 dias sem determinagao da causa
da anemia, com ou sem sintomatologia clinica de doenca e inde-
pendente da terapéutica adotada, desde que a mesma ndo interfe-
risse no hematocrito. Foram: excluidos do estudo os animais que
apresentassem anemia por doenca renal cronica, com valores de
creatinina sérica acima de 1,5g/dL; animais com diagndstico de
neoplasia de qualquer origem; animais com leucocitose; animais
com diagnoéstico de alguma hemoparasitose por qualquer agente
etioldgico.

ii) Grupo Controle: foram selecionados, também a partir de re-
gistros de pacientes do Huvet/UFF, 72 animais da espécie canina,
independente de sexo ou raga, com idade acima de 1 ano de ida-
de, que apresentassem hematdcrito acima de 37% e clinicamente
sadios. O hemograma foi realizado de forma automatizada pelo
Analisador Hematoldgico Veterinario pocH-100iV Diff (Sysmex®)
para a obtencdo do eritrograma. A eletroforese alcalina de hemo-
globinas foi realizada utilizando kits da marca CELMGEL®.

0 hemolisado foi obtido através da técnica descrita por Na-
oum (1987) e submetido a eletroforese em meio alcalino (pH 9,5)
e posteriormente corado pelo Ponceau, seguindo as orientagdes
do fabricante (CELM®), e submetido a leitura densitométrica pelo
Software para Densitometria por Scanner SDS-60. O hemolisado
também foi submetido a eletroforese em meio acido (pH 6,2) para
separagio eletroforética de bandas de hemoglobina que porven-
tura migrassem em padrdo semelhante no meio alcalino.

Como controle para validagdo das técnicas, foi utilizado san-
gue humano sem hemoglobinopatias, visto que as técnicas ja sdo
validadas para separacdo eletroforética da hemoglobina humana
em fragées de Hemoglobina A, Hemoglobina Fetal e Hemoglobina
A2, além de hemoglobinas variantes.

Os dados obtidos foram analisados pelo teste estatistico de
Mann-Whitney para testar a hipdtese de que havia diferenca en-
tre as medianas das concentragdes das diferentes fracdes de he-
moglobinas entre os grupos, bem como para avaliar se havia dife-
renca entre os valores do eritrograma em animais com diferentes
morfologias das fragdes de hemoglobina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 valor médio do hematdcrito dos 202 animais avaliados
foi de 35,72%, e a concentracdo de hemoglobina média foi
de 11,74g/dL. Os indices hematimétricos encontram-se no
Quadro 1.
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Quadro 1. Médias e desvios padrio dos valores hematologicos
dos animais avaliados da regido metropolitana do Rio de
Janeiro e valores de referéncia para as variaveis do

hemograma

Pardmetro Média DP VRt
He (x106/pL) 5,00 1,66 55-8,5
Hb (g/dL) 11,74 3,86 12-18
Ht (%) 35,72 11,22 37-55
VGM (fL) 72,34 6,70 60 -77
CHGM (%) 32,78 2,18 32-36
HbA (%) 99,53 0,67 *
HbA2 (%) 0,47 0,67 *

DP = Desvio Padrio; VR = Valor de Referéncia; He = Hematimetria; Hb =
Hemoglobina; Ht = Hematdcrito; VGM = Volume Globular Médio; CHGM
= Concentragdo de Hemoglobina Globular Média; HbA = Hemoglobina
A; HbA2 = Hemoglobina A2; * = Valor de referéncia ndo definido; 1t (Jain
1993).

A partir do grupo controle foram estabelecidos valores
de referéncia para o perfil eletroforético da hemoglobina
em meio alcalino e 4cido, tendo em vista que a eletroforese
acida pode diferenciar fracdes da hemoglobina que se mo-
vimentam de maneira semelhante a eletroforese alcalina.

A maior parte da concentracdo de hemoglobina nas
amostras de sangue de ambos os grupos avaliados foi de
HbA. A HbA canina migrou mais lentamente que a HbA hu-
mana, porém mais rapidamente que a HbA2 canina, tanto
em meio alcalino quanto em meio acido (Fig.1). Ndo foram
encontradas bandas com outro padrao de migracdo em ne-
nhuma das duas técnicas.

A partir deste resultado, os animais foram separados
em um grupo que apresentou apenas HbA e outro com
aqueles que apresentaram predominio de HbA com uma
pequena fracdo de HbA2, afim de se comparar os indices
hematimétricos entre os dois grupos.

Nao foi observada diferenga macroscépica no padrio
eletroforético macroscopico entre os animais tanto em
meio alcalino quanto em meio acido (Fig.2).
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Fig.1. (A) Padrdo eletroforético da hemoglobina em meio alcali-
no. Hemoglobina humana (1); Hemoglobina canina (2-7). A
hemoglobina humana (seta) migrou mais rapidamente que a
hemoglobina canina. (B) Padrdo eletroforético da hemoglo-
bina em meio 4cido. Hemoglobina humana (1); Hemoglobina
canina (2-7). A hemoglobina humana (seta) migrou mais rapi-
damente que a hemoglobina canina.
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Fig.2. (A) Padrao eletroforético da hemoglobina canina em meio
alcalino. (B) Padrdo eletroforético da hemoglobina canina
em meio acido. O padrdo de migracdo em ambos os métodos
apresenta apenas uma banda visivel com padrido de migracao
semelhante. Amostras do Grupo Controle (1-4); Animais do
Grupo Experimental (5-10).

Quadro 2. Distribuicdo das medidas estatisticas de
hematdcrito e hemoglobina (A e A2) em amostras de sangue
canino com anemias cronicas (Grupo Experimental) e
animais saudaveis (Grupo Controle) coletadas de cies da
regiao metropolitana do Rio de Janeiro

Grupo experimental Grupo controle

(n=130/202) (n=72/202)
Parametro Média DP Média DP p*
Ht (%) 2857 595 48,63 5,43 0,513
Hb (G/dL) 9,27 2,06 16,22 1,71 0,780
HbA (%) 99,52 0,66 99,54 0,71 0,727
HbA2 (%) 0,48 0,66 0,46 0,71 0,727

DP = Desvio Padrdo; Ht = Hematécrito; Hb = Hemoglobina; HbA = Hemo-
globina A; HbA2 = Hemoglobina A2. * Obtido através do teste de Mann-
-Whitney.

Quadro 3. Distribuicdo dos indices hematimétricos em
cdes com apenas HbA em sua composicido de hemoglobina
e caes com pequena presenca de HbA2 em sua composicio

de hemoglobina em amostras coletadas de cies da regiao
metropolitana do Rio de Janeiro

Todos os pacientes

100% HbA HbA + HbA2
(n=113/202) (n=89/202)
Parametro Média DP Média DP p*
He (106/uL) 5,01 1,73 4,99 1,59 0,882
Hb (G/dL) 11,76 3,97 11,73 3,74 0,839
Ht (%) 3584 11,69 35,57 10,65 0,991
VGM (fL) 72,37 6,48 72,30 7,02 0,796
CHGM (%) 32,77 2,35 32,80 1,94 0,800
Pacientes com anemia crénica
100% HbA HbA + HbA2
(n=113/202) (n=89/202)
Parametro Média DP Média DP p*
He (106/ulL) 3,90 0,93 4,05 0,98 0,307
Hb (G/dL) 9,15 2,04 9,41 2,08 0,395
Ht (%) 28,26 6,11 2896 5,78 0,555
VGM (fL) 73,30 7,50 72,87 8,31 0,970
CHGM (%) 32,48 2,79 32,39 2,24 0,466

DP = Desvio Padrdo; He = Hematimetria; Hb = Hemoglobina; Ht = Hemat6-
crito; VGM = Volume Globular Médio; CHGM = Concentragido de Hemo-
globina Globular Média; HbA = Hemoglobina A; HbA2 = Hemoglobina
A2.* Obtido através do teste de Mann-Whitney.
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Apos analise densitométrica, assim como observado
por Atyabi et al. (2012), a maior parte dos componentes
de hemoglobina se localizaram no final anodo aproximada-
mente na mesma linha, sendo classificado como HbA, mas
em alguns casos, valores baixos de HbA2 também foram
observados na avaliacdo densitométrica com um padrdo
mais lento de migracdo. Desta forma, pdde-se dividir em
percentuais cada fracdo de hemoglobina presente nos ani-
mais.

A distribuicdo média da HbA de todos os animais envol-
vidos no estudo foi de 99,53%, com uma concentragdo mé-
dia de HbA2 de 0,47%. O valor minimo de HbA encontrado
foi de 96,70% em um animal que apresentava 3,30% de
HbA2, e alguns animais apresentavam 100% de HbA. Entre
os animais portadores de anemias cronicas, a concentracdo
média de HbA foi de 99,52%, com uma distribuicdo média
de HbA2 de 0,48%. No Quadro 2 observa-se a distribuicdo
das medidas estatisticas de hematocrito, hemoglobina e
fracdes de hemoglobina (A e A2) em amostras de cdes do
Grupo Experimental e do Grupo Controle. Em caes sau-
daveis, as concentra¢des de HbA e HbA2 médias foram de
99,54% e 0,46%, respectivamente.

Os animais anémicos que possuiam exclusivamente
HbA em sua composi¢io apresentaram valor de hematocri-
to médio de 28,26% e 9,15g/dL, em comparagao as concen-
tracdes respectivas de 28,96% e 9,41g/dL dos animais ané-
micos que apresentavam em sua composi¢do uma pequena
fracdo de HbA2. A diferenga nao foi significativa, tendo sido
observado, assim, que a composicdo de hemoglobina ndo
interfere nos indices hematimétricos No quadro 3 estdo
apresentadas as concentra¢des médias de hematdcrito e
concentracdo de hemoglobina dos animais que possuiam
apenas HbA em sua composicdo e aqueles que possuiam
HbA e HbA2 em menor concentracgao.

Os resultados da separagio eletroforética em meio aci-
do sdo apresentados qualitativamente para cada fragdo de
hemoglobina observada como Presente ou Ausente. Para
100% dos animais avaliados neste estudo, foi observada
presenca de uma Unica banda relativa a HbA. Em nenhum
animal foi observado padrdo de migracdo mais lento ou
mais radpido de bandas de hemoglobina, que poderiam in-
dicar hemoglobinas variantes.

Os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes aos
relatados por Seal (1969), Naik et al. (1971) e Atyabi et al.
(2012), que apenas encontraram fra¢cdes de HbA em estu-
dos por eletroforese alcalina em caes. No entanto, diferen-
temente de Atyabi etal. (2012), ndo foi observada a presen-
¢a de hemoglobina fetal em meio alcalino. No atual estudo
foram avaliados os perfis eletroforéticos apenas de animais
em idade reprodutiva, enquanto estes autores avaliaram
animais a partir dos quatro meses de idade. Estes autores,
ndo observaram diferencas nas concentragdes de hemoglo-
binas. Eles, no entanto, relatam a presenca de hemoglobi-
na fetal, embora ndo tenham especificado, exatamente, em
qual idade média e racas esta hemoglobina foi observada.

Nado foram encontrados outros tipos de hemoglobina
ou outros gendtipos através da eletroforese alcalina, como
HbB e HbAB, como encontrados por Tanabe et al. 1978 no
Japdo em 1978, que avaliou apenas cdes de ragas japone-
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sas nativas e cdes de ragas europeias. Esta diferenca de ge-
notipos de hemoglobina pode estar associada a selecdo de
racas mais regional e apurada. No entanto, além de Tanabe
etal. (1978), em nenhum outro trabalho foi descrito um po-
limorfismo com dois tipos de hemoglobina em caes (Seal
19609, Kitchen & Brett 1974, Atyabi et al. 2012).

Nao foi observada diferenca significativa entre as con-
centracoes de HbA e HbA2 entre os grupos Experimental
e Controle (p=0,727). Nao houve diferenca na comparagio
da Hb entre animais anémicos e ndo anémicos. Nao foram
encontrados, entretanto, na literatura estudos comparan-
do as concentragdes dos dois tipos de hemoglobina entre
animais saudaveis e animais com anemias cronicas. Atyabi
et al. (2012) realizaram a avaliagdo das concentragcdes de
hemoglobina A e A2 em animais saudaveis, encontrando
distribui¢cdes semelhantes das fracdes de HbA e HbA2.

Lacerda & Soto-Blanco (2006) encontraram menores
valores de Hemoglobina Globular Média (HGM) em ovinos
da raga Santa Inés com o genétipo HbBB quando compa-
rados aos gendétipos HbAA e HbAB, porém nao encontra-
ram outros parametros hematolégicos (Ht, Hb, He, VGM
e CHGM) com diferenca, ndo demonstrando importancia
significativa na diferenca dos gendétipos no que se refere
aos parametros hematoldgicos desta espécie, uma vez
que o parametro HGM nio € utilizado rotineiramente para
a interpretacdo hematolégica em medicina veterinaria. Da
mesma forma, a presenca ou auséncia de HbA2 em cdes ndo
demonstram ser importantes no que se refere aos parame-
tros hematolégicos de caninos.

CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente trabalho, pode-se
concluir que a HbA é o maior componente da hemoglobina
canina, sendo detectada em todos os animais do estudo, e
que uma menor parcela de animais possui uma pequena
concentragido de HbA2.

Nao existe diferenca entre as concentracées de HbA e
HbAZ2 entre animais saudaveis e animais com anemias cro-
nicas.
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