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INTRODUGAO:

A hemoglobina (Hb) humana é uma hemeproteina formada por dois pares de cadeias
globinicas (a e B), cada uma com um grupo heme capaz de se ligar reversivelmente ao oxigénio (1).
Hemoglobina normais incluem a Hb A1, a Hb A2 e a hemoglobina fetal (HbF) (2). No entanto, a
hemoglobina humana apresenta mais de 1400 variantes genéticas descritas, a maioria resultante de
mutagbes pontuais que alteram a sequéncia de aminoacidos das cadeias globinicas (3). Essas
alteracbes estruturais podem ser clinicamente silenciosas ou interferir na funcdo da molécula. Entre
elas, destaca-se a Hb S — a variante mais comum — associada ao traco e a anemia falciforme, e a Hb
Porto Alegre — uma variante rara, sobre a qual ha poucas informagdes disponiveis na literatura (4).
Contudo, alguns estudos sugerem que esta variante apresenta maior afinidade pelo oxigénio e leve
reducao da cooperatividade, sendo considerada clinicamente indcua (5).

Apesar de a Hb S ser assintomatica em heterozigose, sua associagdo com outras variantes
pode alterar a fisiologia da molécula e gerar manifestagdes clinicas, como a doenga falciforme —
condicdo caracterizada por hemolise crbnica, episddios de vaso-oclusdo e complicagdes sistémicas
decorrentes da deformagéo e enrijecimento das heméacias (6).

A alta prevaléncia da Hb S no Brasil, especialmente em populacdes afrodescendentes,
associada a ampla variabilidade genética da populagéo brasileira, cria um contexto propicio para o
surgimento de associacdes entre a Hb S e variantes raras de hemoglobina (7). Esse cenario justifica
estudos que investiguem os efeitos funcionais e clinico-laboratoriais de combinagdes como a Hb S
com variantes raras.

OBJETIVOS:

e Realizar o levantamento dos dados clinicos e laboratoriais da Hb S em associacédo a Hb Porto
Alegre;

e Estudar a interagdo Hb-O2 da associagao entre a Hb S e Hb Porto Alegre e comparar os
resultados com os obtidos nos testes de fungdo de cada uma dessas variantes em associagao
com a hemoglobina normal (Hb A).

e Correlacionar os resultados dos exames clinicos-laboratoriais e as interagbes Hb-O2
observadas nos teste de fungao da Hb para a associacao entre a Hb S e a Hb Porto Alegre.
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METODOLOGIA:

Amostras de sangue periférico foram coletadas em 4 tubos com EDTA do probando,
identificado com Hb S e uma variante rara pela triagem neonatal (CIPOI/Unicamp), bem como de seus
genitores, que apresentam Hb S ou a variante rara associada a Hb A. As criangas estdo em
acompanhamento no Centro Infantil Boldrini.

2.1. Purificagao da Hemoglobina - cromatografias

As hemoglobinas foram extraidas apds lavagem das hemacias com solucao salina a 0,9%. Em
seguida, as células foram lisadas com agua deionizada e centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos
para a separacao do estroma. Para a purificacdo dessas hemeproteinas, foi realizada uma
cromatografia de exclusdo molecular nos pH 8,2 e 6,5 utilizando o polimero Sephadex G-25®
(Sigma-Aldrich - Missouri, EUA), em tampao Hepes 50mM (sal hidrato de sodio Hepes = 99% -
titulagéo, Sigma-Aldrich - Missouri, EUA). Uma segunda purificacao foi realizada por cromatografia de
troca ibnica (Amberlite® MB-20, Sigma-Aldrich - Missouri, EUA) com agua ultrapura. Dessa forma, foi
obtido o hemolisado total purificado (stripped), com pH 7,0, aproximadamente.

2.2. Estudo funcional das Hbs

O estudo funcional da amostra com Hb S + Hb Porto Alegre foi conduzido por testes
espectrofotométrico-gasométricos, que medem oxi e desoxi-Hb em diferentes comprimentos de onda
durante a oxigenagcdo com concentragdes conhecidas de O.. As curvas de dissociagdo Hb-O2 foram
realizadas em duplicatas. Os dados obtidos foram comparados com os resultados dos estudos
funcionais das amostras dos dois progenitores.

A afinidade da Hb pelo oxigénio sera medida por meio da obtencao da P50, que é a pressao de
oxigénio necessaria para saturar 50% das moléculas de Hb. A fim de determinar o efeito Bohr, essa
medida foi realizada no pHs 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5, com e sem a presencga de inositol-hexafosfato (IHP,
1mM), conforme a disponibilidade de amostras. A cooperatividade entre as cadeias globinicas
(cooperatividade heme-heme) foi calculada através da constante de Hill (8). Devido a quantidade
limitada de material bioldgico disponivel no Biorrepositério, nem todas as condigdes experimentais
inicialmente previstas puderam ser executadas.

2.3. Dados laboratoriais

Os valores de P50, Efeito Bohr e constante de Hill foram comparados descritivamente, devido
ao baixo numero de individuos analisados no estudo — abordagem comumente adotada em analises
de variantes raras de hemoglobina.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1. Analise Clinica:

GV (Contagem de Hemacias) 5,34 (x 10%pL) (VR: 2,7-4,9% 10%uL) GV (Contagem de Hemacias) 3,16 (x 10%/uL) (VR: 2,7- 4,9 x 10%uL)
HB (Hemoglobina) 137 (g/dL) (VR: 9.0- 14,0 g/dL) HB (Hemoglobina) 10,0 (g/dL) (VR: 8,0 - 14,0 g/dL)
HT (Hematocrito) 39,9 (%) (VR: 28,0 - 42,0 %) HT (Hematdcrito) 26,0 (%) (VR 28,0 - 42.0 %)
VCM (Volume Corpuscular Médio) 74,8 () (VR 77,0-105,01) VCM (Volume Corpuscular Médio) 825 (L) (VR: 77.0- 1050 11)
HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) 25,6 (pg) (VR: 26,0 - 34,0 pg) HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) 31.8(pg) (VR: 26,0 - 34,0 pg)
RDW (Amplitude de Distribuic3o Eritrocitaria) | 17.9 (%) (VR: HM= 10,0 - 15,0%) ROW (Amplitude de Distribuicéo Eritrocitaria) | 13.7 (%) (VR: H/M= 10,0 - 15,0%)
Tawaka 1: Indicas hamatimalricoes do Pacianta cem Hh S+ Hb & Tateda Z Indices homaimétiricos do Pacionie com Hb Pore Alegre + Hirh

GV (Contagem de Hemacias) 5,16 (x 10%uL) (VR 4 2-54 x 105pL)

HE {Hemoglobina) 16,2 (g/dL) (VR: 12,0 - 15,0 gfdL)

HT (Hematécrito) 46,8 (%) (VR: 37,0 - 47,0 %)

VCM (Volume Corpuscular Médio) 90.8 (L) (VR: 80.0 -99.01L)

HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) 31.5(pg) (VR: 27,0 - 32,0 pg)

ROW (Ampiitude de Distribuico Eritrocitaria) 12.4 (%) (VR HM= 10,0 - 15.0%)

Taizela 3: Indices hematmiticos do Pacents com Hb 5 + b Poro Megre
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Saturagdo de Hemoglobina

a) Paciente com Hb S + Hb A (progenitora): Avaliagdo hematimétrica preservada, com hemoglobina
e hematdcrito normais. A discreta policitemia pode refletir compensag¢ao a menor oxigenacgéo da Hb S.
Leve microcitose, hipocromia e RDW elevado sugerem possivel deficiéncia de ferro ou efeito da Hb
andémala. O perfil é estavel e tipico do traco falciforme, sem manifestagdes clinicas. (Tabela 1)

b) Paciente com Hb Porto Alegre + Hb A (progenitor):

A avaliagdo hematimétrica do pai, heterozigoto para Hb Porto Alegre, revela quadro sem anemia. A
hemoglobina esta discretamente elevada, possivelmente refletindo adaptagdo a menor afinidade da
variante pelo oxigénio. Demais parédmetros normais, com hemacias normociticas, nhormocrémicas e
RDW dentro dos padrdes de referéncia. (Tabela 2).

c) Paciente com Hb S + Hb Porto Alegre (probando): A avaliacdo hematimétrica do probando com
Hb S + Hb Porto Alegre mostra quadro sem anemia significativa. A contagem de hemacias esta no
limite inferior e o hematécrito ligeiramente reduzido, sugerindo discreta tendéncia a anemia. indices
corpusculares e RDW normais indicam hemacias preservadas. No conjunto, trata-se de um perfil
estavel, compativel com fendétipo leve (Tabela 3).

3.2. Estudo Funcional

A analise funcional da curva de dissociacdo da
101 oxi-hemoglobina em pH 6,5 revelou diferengas marcantes na
R afinidade pelo oxigénio entre os trés participantes. A
11 gEEm=" progenitora com a Hb S em heterozigose apresentou maior
VAP ' afinidade com o oxigénio, com curva deslocada a esquerda,
08— B indicando retencdao de O. em baixas pressdes e risco de
Wb 5 Hb A hipoéxia tecidual. J& o progenitor com Hb Porto Alegre em
— :::j':;‘::i':;::: heterozigose e o probando com a Hb Porto Alegre em
associacao a Hb S exibiram curva deslocada a direita,
refletindo menor afinidade e maior liberagdo de O. aos

tecidos (Figura 1).
R A AR AR AL P AL P R I O mesmo padréo foi observado nas demais curvas de

0.8

Pressio Parcial de 02 (PO2) (mmHeg) dissociagdo. No pH 7,0, a hemoglobina S em heterozigose
Figura 1: Curva de dissociagao da oxi-Hb no pH 6,5 apresentou maior afinidade pelo oxigénio do que a Hb Porto

Alegre em heterozigose (Figura 2). Ja no pH 7,5, a Hb S em heterozigose também apresentou maior
afinidade em comparagao ao paciente com a associagao Hb S + Hb Porto Alegre (Figura 3)..
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Figura 2: Curva de dissociacio da oxi-Hb no pH 7.0 Flgura 3: Curva de dissotiacio da xi-Hb o pH 7,5

3.3. Andlise da P50 e da Cooperatividade:
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pH Media da Desvio Padrio Média da Desvio Padrio pH Média da P50 Desvio Padrao Média da Desvio Padrao da
P50 da P50 Cooperatividade da da P50 Cooperatividade | Cooperatividade
Cooperatividade
6,5 (IHP) 43,383 4,507 1,653 0,521
6.5 1.181 - 1.481 7,0 (IHP) 36,885 1,054 1,586 0,030
7.0 1,183 — 1,336 — 75(HP) | 22,788 0,076 1,839 0,175
75 0,933 0,040 1,447 0,074 8,5 (IHP) 7,743 — 1,946 N
Tok o i PSD & Conpevarhadacs oo Packsms com Ha S + Hb A jsirippssd pedp B Wpkared e PRI 8 Cooperathasnds do Packssie com HE G = BhA JIHF
pH Média da | Desvio Padrao | Média da Desvio Padrao da pH Média da Desvio Padrao Média da Desvio Padrao da
P50 da P50 Cooperatividade | Cooperatividade P50 da P50 Cooperatividade | Cooperatividade
6,5 1,972 0,655 1,525 0,139 6,5 2,037 —_— 2,414 —_—
7.0 1,745 S— 1,002 S— 75 | 1362 _— 1,856 —_
65 (IHP) | 42,125 10,059 1,582 0,499 85 | 1274 I 2114 .

et T okored 08 PRI ¢ Cropeauitinadeds a9 Packes o D Pete Akage + HE 5 | sgesd)

A andlise dos valores absolutos de P50 evidencia que a amostra com Hb S + Hb Porto Alegre
apresentou afinidade pelo oxigénio predominantemente reduzida em comparagao as amostras dos
controles. Em relagcdo a cooperatividade, o probando mostrou valores moderadamente elevados
(stripped: 2,414 em pH 6,5), superiores aos dos controles em todas as condi¢cbes disponiveis, o que
pode indicar uma interacdo heme-heme acentuada. Esses dados sugerem que a combinagdo das
variantes Hb S e Hb Porto Alegre altera tanto a afinidade pelo oxigénio quanto a dindmica de ligagao
cooperativa de forma distinta das heterozigoses isoladas.

3.4. Efeito Bohr:

O Efeito Bohr descreve a redugao da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio em pH acido,
promovendo maior liberacdo de O: nos tecidos. No grafico pH versus log(P50) para amostras stripped
(sem moduladores fisiolégicos), observa-se a presenga do Efeito Bohr em todas as combinagdes
analisadas, evidenciado pela tendéncia de diminuigdo do log(P50) com o aumento do pH. A despeito
de alguma alteragdes, nao é possivel afirmar, com segurancga, que o Efeito Bohr possa estar afetado
em amostras provenientes de heterozigotos compostos da combinagao Hb S + Hb Porto Alegre.
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CONCLUSOES:

Com base nos achados clinicos e funcionais, conclui-se que a associacido Hb S + Hb Porto
Alegre resulta em alteracbes discretas no perfil hematimétrico, compativeis com um fenétipo sem
complicagdes clinicas importantes. Ja os estudos funcionais do hemolisado contendo a associagao de
variantes revelaram afinidade pelo oxigénio reduzida e cooperatividade aumentada, em relagao as
heterozigoses isoladas, o que poderia indicar alteragbes importantes, como uma maior propensao a
polimerizagdo nos heterozigotos compostos Hb S + Hb Porto Alegre. Esses resultados reforcam a
importancia de se investigar experimentalmente associacdes raras de hemoglobinas, mesmo quando
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cada variante isolada possa nao ser clinicamente relevante, visto que as diferentes combinagbes, em
condi¢cdes menos favoraveis podem resultar em complicacdes clinicas desconhecidas.
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