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XI SEMINARIO

Tema: HEMOGLOBINAS NORMAIS E ANORMAIS - DREPANOCITOSE
Subtemas:

* Hemoglobinas normais ¢ hemoglobinopatias
¢ Clinica da drepanocitose

Intervenientes
* Docente convidado
— Dra. Filomena Pereira (Assistente Hospitalar de Pediatria/HSM)
* Docente do Instituto de Bioquimica/FML:
— Dr. Luis Sargento (Monitor)
Metodologia
* Avaliacdo diagnoéstica dos participantes
* Apresentacdo de casos clinicos
* Orientadores do seminario
» Apresentacao de uma ficha sobre sangue e formas eritrocitarias

* Sintese tematica
* Avaliacao final dos participantes
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INTRODUCAO

Apresentacdo do Filme “4 Forma dos
Globulos Vermelhos” (SANDOZ)

Sumario:

— Observacao de esfregagos de sangue total
a0 microscopio Optico, microscopio de con-
traste de fase e microscopio de interferén-
cia.

— O globulo vermelho em microscopia elec-
tronica classica e de varredura

— Exemplos de alteracdo da forma dos glébulos
vermelhos (Equinocitos, Esferoequinocitos,
Estomatocitos, Acantocitos, Esferocitos,
Poiquilocitos, Dacriocitos, Células em alvo).

HEMOGLOBINAS NORMAIS
E HEMOGLOBINOPATIAS
Luis Sargento

Estrutura e Funcées da Hemoglobina
Estrutura

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina constituida
por quatro monoémeros, unidos entre si por ligagdes
nao covalentes, numa estrutura quaternaria. Cada
mondmero ¢ constituido por uma frac¢ao proteica
(globina) e por um grupo prostético (heme).

Existem diversos tipos de globinas (a., B, v, 9,
€), sendo a molécula de hemoglobina constituida
obrigatoriamente por duas globinas alfa e por duas
ndo alfa, o que condiciona a existéncia de dife-
rentes tipos de hemoglobina, por exemplo Hb A
(o,8,), Hb A, ((1282), Hb F (ay,).

O grupo prostético da hemoglobina é o heme
—um quelato de um tetrapirrol (protoporfirina IX)
e de um atomo de ferro (Fe) central. O ferro esta
normalmente na forma ferrosa (Fe?). Quando o
ferro esta na forma oxidada (Fe**), o grupo passa
a ter a designacdo de hemina.

O ferro do grupo heme esta ligado aos quatro
atomos de azoto de cada molécula de pirrol e a
histidina proximal da cadeia polipeptidica respec-
tiva. Na desoxi-hemoglobina a 6.* ligagdo de co-
ordenacao esta desocupada, caso o ferro esteja
bivalente, enquanto que na oxi-hemoglobina se
encontra ligado ao oxigénio e na metahemoglobina
a agua.

A funcao da globina na molécula de hemoglo-
bina ndo ¢ somente estrutural ou a de modular a
afinidade do heme para o oxigénio, mas também
a de tornar possivel a reversibilidade da ligacao
entre o ferro e o oxigénio. O atomo de Fe*', por si
s0, ¢ incapaz de se ligar reversivelmente ao oxi-
génio, autooxidando-se. A globina tem uma con-
formacao tal que o heme fica envolvido numa
bolsa hidrofébica, evitando assim a sua oxidagao.

Oxi-hemoglobina /Desoxi-hemoglobina

Quando a hemoglobina (com o ferro bivalente)
esta ligada ao oxigénio tem a designagdo de oxi-
-hemoglobina, e a de desoxi-hemoglobina quan-
do ndo estd ligada ao oxigénio. A ligacao estabele-
cida entre a molécula de hemoglobina e o oxigénio
condiciona alteragdes da conformacgao proteica,
a custa das ligagOes entre mondmeros assimétri-
cos; em consequéncia, as duas formas de hemo-
globina apresentam estruturas cristalinas e espec-
tros de absorgao diferentes. Os comprimentos de
onda de absor¢cdo maxima sdo 540nm e 660nm,
respectivamente para a oxi-hemoglobina e desoxi-
-hemoglobina.

Funcgoes da Hemoglobina

A principal fungao da hemoglobina € o trans-
porte de oxigénio (dos pulmdes para os tecidos)
e de parte do dioxido de carbono (dos tecidos para
os pulmdes).

A quantidade de oxigénio ligado a hemoglo-
bina em determinado instante estd intimamente
relacionada com a pressdo do oxigénio no sangue
(PO,), verificando-se um aumento da saturagdo (S)
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da hemoglobina em oxigénio (SO,) a medida que
o PO, aumenta. A representagdo grafica da varia-
¢do da percentagem de saturagdo da hemoglobina
¢ a PO, tem a designagdo de curva de dissociagdo
da oxi-hemoglobina. Esta curva tem um perfil
sigmoide que traduz o efeito cooperativo existente
entre as quatro subunidades de globina na presen-
¢a das moléculas de oxigénio. Assim, quando uma
subunidade capta oxigénio (no grupo heme) induz
uma alteracdo da conformacéo tridimensional da
molécula de hemoglobina, favorecendo a capta-
¢do de outras moléculas de oxigénio pelas restan-
tes subunidades. A interac¢do da PO, com a SO,
definida pelo valor da P, que corresponde a PO,
para uma saturagdo da hemoglobina de 50%. AP,
expressa o valor da afinidade da hemoglobina para
0 oxigénio.

A curva de dissocia¢do da oxi-hemoglobina
pode ser influenciada por diversos factores: pH
sanguineo, PCO,, temperatura € a concentragao
do 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). A diminui-
¢do dos valores da PCO, e do 2,3-BPG, o aumen-
to dos valores de pH, a hipotermia e a presenca
de Hb fetal desviam a curva para a esquerda, in-
duzindo assim o aumento da afinidade da Hb para
0 oxigénio. A variagao no sentido oposto dos fac-
tores modulares favorece a dissociagdo do oxigé-
nio para os tecidos (por diminuicdo da afinidade
da hemoglobina para o oxigénio), melhorando
assim a oxigenacao tecidual.

Estes processos de regulacdo sdo de extrema
importancia para a homeostasia do transporte de
oxigénio, permitindo ainda que a oxigenagao con-
tinue a processar-se em condi¢des desfavoraveis.

Sintese da hemoglobina durante
o0 desenvolvimento fetal

A eritropoiese ¢ o processo de sintese de
eritrocitos. No homem adulto ocorre quase exclu-
sivamente na medula éssea a partir duma célula
estaminal pluripotente. No entanto, durante o de-
senvolvimento embrionario outros 6rgaos estao
implicados neste processo. As primeiras células que

contém hemoglobina sdo produzidas no saco
vitelino, sendo activada mais tarde a eritropoiese
hepatica, esplénica e s6 posteriormente, a medu-
lar. Cada um desses o6rgaos tem preferéncia pela
producao de um determinado tipo de globina.

O principal 6rgdo implicado na eritropoiese
fetal € o figado, que produz principalmente Hb F,
constituida por cadeias alfa e gama (a.,y,). Pro-
gressivamente, ocorre o incremento da sintese de
cadeias beta (na medula 6ssea) ¢ a diminui¢ao da
sintese de cadeias gama; por consequéncia au-
menta a percentagem de Hb A (forma tipica do
adulto). O Quadro I resume os tipos de hemoglo-
bina sintetizados durante o desenvolvimento em-
brionario e fetal.

Quadro I — Apresentacdo da relagdo entre o tipo de
hemoglobina e o estadio de desenvolvimento

Estadio de

desenvolvimento Tipo de Hb
Embrionario Gower 1, Gower 2, Portland 1
Fetal Hb Fetal

A existéncia de um tipo diferente de hemoglobina
no feto esta relacionada com o facto do sangue fetal
ser oxigenado a partir do sangue materno.

Patologia da Hemoglobina

As doengas da hemoglobina podem ser divi-
didas em dois grupos:

1) Alteragdes quantitativas (talassémias)— Sao
doengas em que ha diminui¢do da sintese
de hemoglobina, devido a menor produgao
de um determinado tipo de globina. Por
exemplo, nas talassémias a ha menor pro-
ducdo de cadeias o do que [, verificando-
-se 0 oposto na talassémia f3.

i1) Alteragdes qualitativas (hemoglobinopatias) —
Sao doengas em que, devido a mutagoes gené-
ticas pontuais, ha a producdo de hemoglobinas
anormais (p.ex., Hb S, Hb Coldnia).

127




SEMINARIO XI

128

Hemoglobina S

A hemoglobina S ¢ o exemplo paradigmatico
da causa de uma hemoglobinopatia. Nesta molé-
cula de hemoglobina ha a substituicdo do amino-
acido glutamina pelo aminoéacido valina, na po-
sicdo 6 das duas cadeias f3.

Este tipo de hemoglobina existe numa doenga
designada por drepanocitose, em que os eritrocitos
perdem a sua normal biconcavidade e tomam a
forma de foice, através de um processo denomi-
nado de falciformizacgao.

Falciformizacdo eritrocitdria

Em 1927 Hahn e Gillespie evidenciaram que
o processo de falciformizacao dependia da desoxi-
genacgdo da hemoglobina.

Os tetrameros de Hb sdo estaveis em solugdo
quando a concentragao de Hb S, pH, forcas idnicas
e temperatura sao mantidos entre determinados
limites. Pequenas perturbacdes nestes factores
resultam na precipitacdo abrupta do gel de Hb S.

Durante a fase de desoxigenacao, acidémia ou
em situagdes de aumento da temperatura da-se a
polimerizagao da Hb S em fibras (didmetro cerca
de 20nm), estabilizadas por liga¢des hidrofobicas
entre as f6-valina e outras zonas de contacto.
Verifica-se também interac¢dao molecular com ou-
tras formas de hemoglobina, realcando-se a Hb A
que participa mais rapidamente no processo de
co-polimeriza¢do com a Hb S do que a Hb F. Os
agregados de Hb S interactuam com a membrana
do eritrocito, por mecanismos desconhecidos.

Esta transi¢o do estado conformacional da Hb S €
determinante na distor¢ao da morfologia dos eritrocitos
com repercussao no transporte de oxigénio.

Messer e Bradley descreveram dois tipos de
eritrocitos na drepanocitose, consoante a densida-
de expressa em concentracdo média de hemoglo-
bina globular:

1) Uma frac¢ao de eritrocitos densos (CMHG
= 36g/dL), que exibe polimerizagdo rever-

sivel e reversibilidade do processo de falci-
formizacao.

ii) Uma fracg@o de eritrocitos muito densos
(CMHG =44g/dL) que exibe polimerizacao
reversivel, mas irreversibilidade na altera-
¢do da forma globular.

Membrana Eritrocitaria

A célula viva é uma entidade dindmica onde
ocorrem alteragdes fisioldgicas de natureza fisico-
-quimica. Para que a célula possa realizar essas
fun¢des devera estar envolvida por uma membra-
na que permite a separacdo entre os meio intrace-
lular e extracelular.

A membrana serve nao s6 como barreira de
separacdo selectiva, mas também como estrutu-
ras-base, onde se encontram ligados sistemas
enzimaticos ¢ de transporte importantes para o
normal funcionamento globular.

As evidéncias combinadas da microscopia
electronica, composi¢do quimica (40% de
lipidos e 60% de proteinas) e os resultados de
estudos fisicos de permeabilidade ¢ de movi-
mento das proteinas e lipidos suportam o mode-
lo do mosaico-fluido para a estrutura das mem-
branas biologicas. Fosfolipidos anfipaticos e
esterois formam a bicamada lipidica. Nesta ca-
mada lipidica estdo embedidas proteinas globu-
lares (extrinsecas, intrinsecas e/ou transmem-
branares).

Em resumo apresentam-se as propriedades
gerais ¢ alguns exemplos destes tipos de protei-
nas da membrana eritrocitaria:

1) proteinas extrinsecas — Proteinas de asso-
ciacdo fraca a membrana e soluveis em
agua. As interacgdes com os lipidos sdo
polares. Exemplo: espectrina e gliceraldei-
do-3-fosfato desidrogenase.

ii) proteinas intrinsecas — Proteinas fortemen-
te ligadas a membrana, ndo soluveis em
agua e que apresentam liga¢des hidrofo-
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bicas e polares com os lipidos. Exemplo:
acetilcolinesterase e ATPase Na™-K".

iii) proteinas transmembranares — Proteinas
que atravessam a membrana de lado a lado.
Exemplo: glicoforina.

CLINICA DA DREPANOCITOSE
Filomena Pereira

Prevaléncia, prevencio, diagndstico precoce

Foi calculado em 1983 que cerca de 60 mi-
lhdes de individuos eram portadores de trago
drepanocitico (hemoglobina S), 50 dos quais ha-
bitavam em Africa; o niimero global em 1992 de-
veria ascender a 78 milhdes.

Em cada ano nascem cerca de 156.000 crian-
¢as com anemia de células falciformes, das quais
130.000 em Africa.

Embora Portugal tenha recebido milhares de
Africanos nos ultimos 20 anos, a doenca ja resi-
dia c4, quer como heranga da ocupagio Arabe,
quer da miscigenacao ao longo de séculos.

Conhecendo a mutagao e os factores de insta-
bilidade que condicionam a alterag¢do na estrutu-
ra da Hemoglobina, torna-se possivel entender
todos os aspectos clinicos:

a) Anemia

A alteragdo da forma dos globulos vermelhos
conduz a sua remocgao precoce da circulagdo, de-
terminando um encurtamento da vida média do
eritrocito com consequente anemia cronica.

A medula 6ssea tenta, com hiperproducao de
globulos vermelhos, compensar essa caréncia.

Qualquer factor de instabilidade acrescido
podera provocar um agravamento da anemia.

b) Crises vaso-oclusivas

A falciformizacdo e a aglomeragao de eritro-
citos na microcirculagao levam a interrupgao do

fluxo sanguineo, com enfartes nas areas afecta-
das, o que se vai traduzir por episddios agudos,
geralmente dolorosos:

a) Ossos: dor Ossea aguda, por vezes com si-
nais inflamatdrios locais. As dreas mais afec-
tadas sdo a coluna lombo-sagrada, o joelho,
0 ombro, o cotovelo, o fémur, o esterno, as
costelas ¢ as claviculas. Nas criangas abaixo
dos 5 anos de idade ocorre, frequentemente,
nos pequenos 0ssos das maos e dos pés.

b) Pulmoes: as crises vaso-oclusivas determi-
nam um quadro de disfuncao respiratéria.

c) Abdomen: dor abdominal aguda, geralmen-
te ¢ devida a falciformizag¢do nos vasos
mesentéricos. Pode também corresponder a
microenfartes em qualquer orgdo abdominal.

d) Sistema Nervoso Central: por oclusao das
artérias cerebrais podera ocorrer um qua-
dro neuroldgico com mortalidade elevada
e grande risco de sequelas.

e) Priapismo: trata-se de uma erecgdo persis-
tente do pénis, muitas vezes dolorosa, que,
no caso da drepanocitose, se verifica geral-
mente em doentes com mais de 10 anos.
Deve-se a falciformizagao nos corpos caver-
nosos do pénis e pode levar a impoténcia.

¢) Crises aplasticas

Dado o esforgo de hiperprodugdo medular com-
pensatdria, qualquer factor que o impeca, geralmente
uma infecgdo, provocara agravamento da anemia.

d) Crises de sequestragdo esplénica

Condicionam a acumulag@o maciga de sangue
num bago muito aumentado de volume e sendo
um risco de vida sobretudo em criangas pequenas.

e) Susceptibilidade as infecgoes

Sao varios os factores que interagem, tornan-
do o individuo drepanocitico num alvo facil para
infecgdes muitas vezes graves e mortais.
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f) Lesoes de orgdos por agressdo constante

g) Alteracgdo do crescimento
e do desenvolvimento corporal

Casos Clinicos — analise, interpretacao
e discussio

Caso Clinico 1

* Menino de raga negra, com 4 meses de
idade;

* Terceiro filho de pais jovens, naturais de Sao
Tomé e Principe;

* O primeiro filho do casal faleceu aos 5
meses;

» Aparentemente saudavel até 15 dias antes
do internamento, altura em que teve febre e
tosse; desde ai ficou prostrado e progressi-
vamente mais palido.

Foram realizados diversos exames comple-
mentares de diagnostico, nomeadamente um
hemograma com os seguintes resultados:

Hemoglobina — 4,6g/dL

N.° Globulos vermelhos — 1.400.000/mL
N.° Glébulos brancos — 8.000/mL

N.° Plaquetas — 156.000/mL

* Interpretacdo do hemograma
¢ Introduc¢do do conceito de anemia

Para esclarecimento da situagao foi efectuado
um esfregaco de sangue periférico

* Técnica de realizagdo de um esfregaco
* Observacdo de um esfregago normal

Questdes:

a) O que se espera encontrar no esfregaco rea-
lizado?

b) Tendo em conta as fun¢des da hemoglobina
no organismo, quais as consequéncias da
sua diminuic¢ao?

c) Existe alguma relagdo possivel entre o re-
sultado do hemograma e o quadro clinico
apresentado, ou serdo independentes?

Caso Clinico 2

* Menino de raga negra, com 18 meses, resi-
dente em Luanda;

* Desde os 12 meses que teve varios episo-
dios de dores abdominais intensas e ou-
tros de grande prostragdo, que levaram a
4 internamentos em que fez transfusoes de
sangue;

* Veio ao Servico de Urgéncia por apresentar
dor e grande edema nas duas maos;

* A hemoglobina era de 7,4g/dL.

Caso Clinico 3

* Menino de raga negra, de 4 anos de idade,
nascido em Luanda e residente em Lisboa;

e Teve, desde os 20 meses, 3 internamentos
por pneumonia. Nao tem necessitado de
transfusdes de sangue;

* Veio ao Servico de Urgéncia por apresentar
febre, grande palidez e prostracao;

* Hemoglobina — 5,6g/dL.

Caso Clinico 4

* Menina de 13 anos de idade, de raca cauca-
siana, natural e residente em Beja;

* Desde os 20 meses de idade, altura em que
¢ feito o diagndstico, tem internamentos fre-
quentes por dores abdominais e sacrococ-
cigeas. Necessita anualmente de uma trans-
fusdo de eritrocitos;

» Apresenta um aspecto de crianga mais nova
(cerca de 8 anos) e recorreu ao Servigo de
Urgéncia por dores abdominais;

* Hemoglobina — 8,2g/dL.
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Conclusoes

Se a terapéutica etiologica nao €, de momen-
to, acessivel, o conhecimento da doenga e de uma
série de medidas profilacticas e de suporte per-
mitem melhorar substancialmente a qualidade de

vida e a sobrevida dos individuos com anemia de
células falciformes.

Também o conhecimento da populagdo em ris-
co poderd, através do aconselhamento genético,
diminuir a incidéncia da doenca.
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