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Hemoglobina

Parte proteica
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Hemoglobinas humanas nos diferentes periodos

do desenvolvimento
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Hemoglobinas humanas na vida adulta
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Hemoglobinopatias

doencas monogénicas hereditarias de transmissao Al
autossomica recessiva resultantes de mutacdes que afetam i P F
0S genes responsaveis pela sintese das cadeias de globina da AR
hemoglobina, ou as suas regides regulatorias. anl [ s ts Pqﬂ

Podem ser classificadas em dois grupos principais:

v’ Talassemias

Resultam da diminuicdo ou auséncia de sintese de uma ou mais
cadeias de globina. Ex B- talassemia, a- talassémia

v Variantes estruturais
Hemoglobinas de estrutura anomala- 95% devidas a substituicao de
um aminoacido, Ex Hb S, Hb C, Hb D, Hb E, Hb Lepore



Thalassaemia

Sickle cell anaemia [

Africa,
Hb C
HbD [] . . A
bacia do Mediterraneo,
Hb E

Médio Oriente,

Asia

Distribuicdo geografica das talassemias e das variantes estruturais mais comuns

Mobilidade e migracoes de populacoes,
- hemoglobinopatias difundiram-se, nomeadamente para
Europa: um problema de saude publica global

A drepanocitose e a B-talassemia constituem as doencas monogénicas
humanas mais comuns e representam um grave problema de saude publica
em varias regides do mundo
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1. Entre 1983 e 1985- 15208 amostras

Mediterranean Sea

» Cerca de 1-2% de portadores entre a
populacdo nacional, com maior prevaléncia

nos distritos do Sul. 7
Port B Tal -1,57% distrito de Evora J
Port Hb S — 1,11% distrito de Beja o
>
_
» Distribuicdo heterogénea de portadores: 3
zonas de prevaléncia valores > 5%
* Portadores Hb S: Curso inferior do rio Tejo (Coruche) e H
Curso inferior do rio Sado (Alcacer do Sal) ity
165-20% IR
* Portadores B Tal: Bacia do rio Mira e Barlavento o g7 fresle oot 2
Algarvio Martins et al, J. Med Genet 1993

2. Estudo populacional naregido Centro - 2004 e 2008

Prevaléncia de hemoglobinopatias de 2,2%
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A forma mais eficaz de controlo desta patologia é a prevencao:

O Detecéo e identificacao de portadores de hemoglobinopatias

O Aconselhamento genético de casais em risco
O Oferta de diagnostico pré-natal

QO Investigacao em hemoglobinopatias

1 Realizacdo de registos

U Estabelecimento de centros de referéncia de acordo com as recomendacdes

O Formacao do pessoal de saude e do publico em geral



A forma mais eficaz de controlo desta patologia é a preven¢ao:

U Detecao e identificacdo de portadores de hemoglobinopatias e
de casais em risco

rastreios e confirmacdes em colaboragdo com
laboratorios de saude publica, e outras entidades de
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U Estabelecimento de centros de referéncia de acordo com as recomendacdes

0
&

laboratorio diferenciado na area das hemoglobinopatias, que dispde
de tecnologias com maior sensibilidade e especificidade.
Colaboracao com laboratério de diagnéstico molecular e com o
laboratdrio de investigacao.

0 Formacéo do pessoal de saude e do publico em geral

estagios, atividades letivas, seminarios, elaboracdo de
folhetos de divulgacao, colaboragcdo com o PNAEQ




Metodologias utilizadas na caracterizacao analitica do fenotipo:

v Hemograma- eritrograma com indices eritrocitarios
Hb, GV, HGM,VGM e RDW

Cut —off portadores talassémia: HGM<27 pg e VGM <80 fL

v Técnicas electroforéticas

Focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida

v Técnicas cromatograficas

HPLC de troca idénica da hemoglobina

HPLC de fase reversa das cadeias de globina

v Estudos funcionais da Hb

Teste de solubilidade da HbS
Teste de estabilidade - Teste do isopropanol

Pesquisa de corpos de inclusado de Hb H



Focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida

A focagem isoelétrica € uma técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida, a poténcia constante e em gradiente estavel de

pH, e que permite a separacdo de proteinas de acordo com o
seu ponto isoelétrico.

Permite detetar Método com boa resolugao
Hb S SeparacidoHb Ada HbF
Hb D Punjab
Detecao variantes de Hb raras
Hb C ¢
Hb E

Hb Lepore



v Técnicas electroforéticas

Focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida

técnica de electroforese em gel de poliacrilamida, que permite a separacao de proteinas de
acordo com o seu ponto isoeléctrico.

Hb D Hb S Hb Lepore
C .. l l c C - l
S Sias. -l - S
-
& S &
Hb C
Hb E
- o C C
S | —
o— S
g ; -
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v Técnicas cromatograficas

HPLC de troca ionica da hemoglobina

Separa as hemoglobinas com base na sua carga global

Fracdes normais :

v Quantificacéo relativa dos niveis de Hb A, — Port B tal

v Quantificacao relativa dos niveis de Hb F- Port 8B tal e HPFH

Fracdes anomalas:

v Quantificacdo e Identificacdo presuntiva de variantes
de Hb intervalos de tempos de retencao previamente
estabelecidos: Hb S, Hb D, Hb C, Hb E.

~ <« Hb S
(%)

12
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v Técnicas cromatograficas

HPLC de fase reversa das cadeias de globina
'Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa - RP-HPLC
~a

g Leone et al (1985) e Wacjman et al (2002)
Mecanismo de retencao :

A separacdo das cadeias de globina &
baseada essencialmente na sua diferenca de

hidrofobicidade.

Representacdo do equipamento

Permite: HPLC

* Identificacdo presuntiva e quantificacdao de variantes estruturais da
hemoglobina

s Detetar variantes de hemoglobina neutras

% Ildentificacdo das cadeias ® e Ay da Hb F - HPFH, B talassémia,
drepanocitose

13
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v'Técnicas cromatograficas

HPLC de fase reversa das cadeias de globina

NaCL H.O
Tempo Acetonitrilo | Metanol 0,155M 2=
. desioniza
(min) (mL) (mL) pH 2,7 da (mL)
(mL)
0 31,0 31,2 30,0 7,8
75 46,2 19,6 30,0 4.2
Bomba
Fase
movel

Reservatorio
de eluentes

Computador

s»Separacao em Gradiente:
75min., fluxo 0,7 mL/min

Injector

Detector

o 4mm Amostra

@m Fase estacionéria
Coluna

s*Coluna LiChrospher 100
RP-8 (Merck) : particulas de

silica, ligadas através de
grupos silanol a cadeias
hidrocarbonadas (C8)

*Detetor UV : 215 nm

Representacdo esquematica de um cromatégrafo de HPLC
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v Estudos funcionais da Hb
Teste de solubilidade da HbS

Teste qualitativo que se baseia no facto da Hb S na sua forma
desoxigenada (reduzida) polimerizar quando em solucéo de fosfatos de
alta molaridade contendo um agente redutor (ditionito de sodio).

Positivo

15
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Antenatal screening: combinations that give rise to the risk of a

foetus affected by a severe haemoglobinopathy
(adapted from the work of Prof. B. Modell and published by the UK National Screening Committee)

Father

Mother
i 1] W 18] 1]
s o - i o
= = = F:] [ = =
, = = c = x = 5
Carrier of: w 1 I - ul N g | T | ml o m
T o|=dlzalZ £ |2 |2 |2 | |84l sa
T m e m o T % T o T i R
m T T [ m
£= = = =
= e e e
HE 5

[i- thalassaemia

8- thalassaemia

Hb Lepors

Hb E

Hb Ok

Hb

Hl DF‘uni:I:-

HPFH*

o™ thalassaemia

o’ thalassaemia

H

[ 1
[ ]

Serious risk:

Less serious risk:

Mo risk

to offer counselling and antenatal diagnosis

to offer counselling and further investigation maybe required

16



wwm Il [

ai

A bR

Fluxograma do diagnostico laboratorial

Eritrograma com
indices eritrocitarios

Focagem isoeléctrica

i
VGM < 80 fl Banda FIE
HGM < 27 pg zona HbS
(Fe/CTFFe) x 100>16%
| |

Banda FIE

HPLC troca idnica

Quantifica¢do da Hb A2 Teste solubilidade-HbS

HPLC troca idnica HPLC troc; idnica

+
Quantificagdo da Hb F 1 \

HPLC troca idnica

Estudo cadeias e

/ 1 \ TS = positivo TS = negativo | + globina RP-HPLC
+
Hb Az 1 Hb AzN ou 4 Hb A2V TRR de acordo l 1
HbF NouT HbF N HbF T com HbS Identificagdo cadeia a
presuntiva HbD oup
Identificacdo

Portad . e ipe o

ortador B Suspeita portador a. Suspeita 33 Identificacdo Identlfl(iagao presuntiva, HbC{  gjg|ogia
talassémia talassémia talassémia presuntiva HbS presuntiva Hb HbE molecular DG
(estudos familiares e Se HGM<25pg ( estudos familiares e Lepore

estudo do cénjuge ) (estudos familiares e estudo do

conjuge )

estudo do conjuge)
Suspeita portador o

talassémia
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Portador de beta-talassemia

Sexo: M

Idade: adulto o

Origem: caucasiana Focagem lIsoelétrica
Hemograma 1

Hb=12,6 g/dL

o° 0(@"5%

(00, 4 Tow
F “‘Q«—po-w” -

G.V.=6,21x10'%/L
Hct=0,386 O‘
VGM=62,2 fL ’,
HGM=20,3 pg 532?3553 d‘? e by wte

CHGM=32’6 g/dL hipocrémicos
RDW=16,4%

HbAl1c S % HbF Wi %
HbA1 0.2 % HbA2 Seve WL %
Sec Area %
P1 8 691 1.0
P2 13 447 0.6
P3 21 1100 55
P4 L—Alc 35 765 9 e8|
PS5 s—Alc 64 25 S-7
P6 A0 171 64529 86.8
P7 A2 202 4259 5.7
Total 74329
Column No.0B&
GAIN1 "O. 22

Time (min.)

e M 1 ST

s-Alc
e T . P HPLC - Variant Il
0 60 120 180 240

(sec)

HPLC - HA 8160
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Portador de Hb S

Sexo: F
Idade:33 anos Focagem Isoeléctrica
Origem: - o
S
=0
Hemograma Eald
O <
Hb=12,4 g/dL C - «x ——
G.V.=4,52x1012/L S C—
E ,,“ | ————— — —
Hct=0,379 A = = e
VGM=83,9 fL
HGM=27,5 pg
CHGM=32,7g/dL
RDW=13,7%
HPLC troca ionica Teste de solubilidade:
bA1 4.4 % HbF O.1 % '
B, @ Positivo
g . -
"F .‘1‘ ' ZI Time imin.)

HPLC - Variant Il
HPLC - HA 8160

19



Portador de Hb Lepore

Amostra Hemograma Focagem Isoeléctrica
Hb=10,1 g/dL

oexo: P G.V.=4,10x10%2/L R LERolE

ade. meses —

Origem: - Hct=0,302 C Y
VGM=73,5 fL S . A o
HGM=24,7 pg F o i m.—-/
CHGM=33,6 g/dL A redal oddbibia

RDW=18,7%

Cromatografias
HPLC - HA 8160

HbAlc b, S SR HbF 14 .1 %
HbAl ——— c— % HbA2 = T % . .
: HPLC - Variant |l da Biorad
Sec Area %

P1 9 1581 4.8

P2 F 21 5492 14.1

P3 L-Alc 41 467 1.4

P4 s—-Alc 66 1183 3.7 =)

SN R s ~

A =

Total 39014 1 %Hb F=11,3
Column_No.0B ) ) 1 Hb Lepore co-elui com
GAINT "0.42 . N A= 10-13%

. : R ;

Time (min.)

20




Sexo- F
Idade-adulto
Origem Geog.-Beja

Hemograma

Hb=13,2g/dL
G.V.=4,07x1012/L
Hct=0,399
VGM=98,1 fL
HGM=32,5pg

CHGM=33,1 g/dL
RDW=12,3%

Portador de Hb D

Focagem lIsoeléctrica

Teste de solubilidade:

Negativo.

HPLC - troca idnica

Column No.06
AIN1 "0.227

]
i
1
]

202
P8 S/C window 230
al

T
o
>
N
-

" w
N

_
&
o
888u_0-0
—=ONOd=NO®

et
=y
@
N
g

obp-

Time (min.)

HPLC de Fase Reversa das cadeias de globina

Absorbance

0.1000

0,000

00 | o4t

!

BD-Punjab

w0 OO

%4

Heme.

a

=

Area a = 370,025
Area ndo a = 378,854

Variante Hb cadeia B

TRR=tr B*/ tr B

Hb D-Punjab = 40,9%

= 8.9%
5000
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Amostra

Sexo: M
Idade:44 anos
Origem: -

HPLC - HA 8160

HbAlc 3-1 % HbF o.3
HbA1 5.1 % HA2 271 .9
Sec Area %

P1 8 356 0.9
P2 14 433 1.1
P3 F 21 138 0.3
P4 L-Alc 39 345 0.9
P5 s-Alc 66 1200 3.1
P6 #AOD 88 26 0.1
P7 AD 168 36353 70.9
P8 A2 202 12396 24.2
Total 51247

Column No.0B

GAINT "0.25"

F e—Alc
o

R} 1 1

Portador de Hb E

Hemograma

Hb=14,5 g/dL
G.V.=5,61x102/L

Hct=0,418 C
VGM=74,5 fL =
HGM=25,2 pg _E\
CHGM=33,8 g/dL

RDW=13,3%

Cromatografias

HPLC - Variant |l da Biorad

%Hb E=30,5%

Focagem Isoeléctrica

l Hb E

HPLC de Fase Reversa das cadeias de globina

.B, o

S
2-

wn |

s
2
3

40.00 ~

T
2 2
= F

Area o = 399,354 TRR=tr p*/tr B
Area ndo o = 396,737
reanaoa Hb E = 23,0%

Variante Hb cadeia B 99



Amostra

Sexo-F
Idade-32 anos

HPLC - HA 8160

2 woo | S (1S
4.7 A oF 3 ¥R 4
5.4 % g 3.2
Sec Loy L !
B pa > 0.%
13 M 0.7
19 23 0.5
¢ L-Alc 3 ¥ .4
4 3 o 38
~ 158 MES 435
A N Vil 3§
2 Aingow 2N METY 42.8
{a 48555
o Ne (X
AN 3.7 Gag ¢ 23
|
| u
| | < ——
| |
|
IV 1
7_ N — —
> - _—— . ' | ' LH
& 12 !
LR T |

Portador de Hb C

Hemograma

Hb=13,4 g/dL
G.V.=4,16x1012/L

Ht=0,399
VGM=95,8 fL
HGM=32,1 pg

CHGM=33,5 g/dL
RDW=12,9%

Cromatografias

HPLC - Variant Il da

Focagem Isoeléctrica

Hb C
- i — C
— S
P
LQW’K

HPLC de Fase Reversa das cadeias de globina

Biorad
F Concentratien = 0.5 %
AZ Concen tration =3.2 %

l.'illll

;
Absorbance

Area o = 447,387
Arean&o a =
445,037

Variante Hb cadeia B

TRR=tr B/ tr B

Hb C =40,2%

N ————

23



Variantes de hemoglobina raras

Hemoglobina Porto Alegre

Variante de hemoglobinarara

Descrita pela 12 vez numa familia brasileira
Tondo et al, 1963

Substituicao Ser — Cys na posicao 9 da cadeia B
Bonaventura et al, 1967

Polimerizacdo no hemolizado de GV « ligagoes bissulfito
Martinez G. et al, 1977

Apresenta-se com fenotipos hematologicos normais
(heterozigotia e homozigotia)

24
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Hemoglobina Porto Alegre

Dados hematolégicos e bioguimicos dos portadores de

hemoglobina Porto Alegre (heterozigotia)

Eritrograma

normal

m RP-HPLC cadeias globina

&= HPLC-trocaidnica

Familia / Caso 1/Filha 1/Mée 1/Avo 2/-
Data do ex. laboratorial 19/05/00 05/12/00 30/05/01 19/04/01
Sexo F F F F
Idade (anos) 13 36 - -
G.V x10 /L 4,10 4,53 4,46 4,52
Hb (g/dL) 11,1 13,9 14,0 13,4
Ht (L/L) 0,338 0,414 0,427 0,441
VGM (fL) 88;4 91,4 95,6 97,4
HGM (pg) 27,2 30,7 31,4 29,7
CHGM (%) 33,0 33,6 32,9 30,5
RDW (%) 14,0 12,0 11,6 13,8
Hb Porto Alegre (%)* 39,5 40,2 38,4 38,0
Hb Porto Alegre (%)** 15,3 17,7 16,0 20,6
Hb Porto Alegre (%)*** 20,7 16,9 16,3 -

=== Eletroforese/densitometria

*Valores percentuais das hemoglobinas obtidos a partir das areas dos picos dos cromatogramas obtidos por HPLC de fase reversa das

cadeias de globina.

** Valores percentuais das hemoglobinas obtidos num aparelho HPLC- Hb C

*** \Jalores percentuais das hemoglobinas obtidos por densitrometria da electroforese em acetato de celulose, pH alcalino.

25
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Hemoglobina Porto Alegre

Cromatogramas

0.3000

0.2000
|

ﬁPorto Alegre

Absorbance
BPorto Alegre

0.1000
1
Tl B8
)
3
¢

%
B

.50.00

8

0
00
6000 T T

Cromatograma efetuado heterozigoto para Hb Porto
Alegre. GV lavados e congelados a -20°C apés adicdo
de 2-mercaptoetanol ao hemolisado a 10% (V/V)

Cromatograma efetuado heterozigoto para Hb
Porto Alegre. GV lavados e congelados a -20°C

@]

. . ~ : R SN
A adicdo de 2-mercaptoetanol ao hemolisado repde o pico correspondente a LCTCTN,

. . < ~ . ~ HO H
cadeia B Porto alegre devido provavelmente a sua acédo redutora das ligacfes CH,
bissulfito envolvendo o grupo tiol extra na posi¢éo 9 da cadeia 8 Cisigina

A variabilidade na quantificacdo da Hb Porto Alegre é atribuida a fendmenos de

polimerizacao, in vitro. 26


http://www.google.pt/url?url=http://www.explicatorium.com/quimica/Aminoacido_Cisteina.php&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=WvyDVZ_ALMO1Uef7gsAK&ved=0CBcQ9QEwAQ&usg=AFQjCNEetrrQKjshYLz1h0dw2-41N7qRnQ

Variantes de hemoglobina raras e neutras
Hb Loves Park

anemia

microcitica, hipocrémica

Sexo/ M/2 anos
idade

RBC 3.70
( 10%2/L)

Hb (g/dL) 9.2
Hct (L/L) 0.277
MCYV (fL) 74.9
MCH (pg) 24.9
MCHC 33.3
(g/dL)

RDW (%) 14.1

Hb Loves Park:

Substituicao na posi¢ao 68

da cadeia beta:

.~ Loves Park
i
Bnormal

Leucina

Area o = 321,221
Area ndo a = 310,098

Variante Hb
cadeia B
48.4%

Biologia
molecular

Fenilalanina
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Foam

80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0 -

Correlacao fendtipo/ genétipo
Expressao do fenotipo hematoldgico de Portadores de Hb S, na presenca de
o talassemia delecional: -a /ao; (-a/-0)

9 80 - 751734 d

69,4 70
60,5 60 -
50 -
38,3
40 - 36,3
34,5335 0 32,632,9 33,6
31,431,5 25,9
5.0 30 - ,
) 16,8
163 20 43,8 129 14,6
4 86 10 - 4, 83 2’ 31
1,8 22
) 0 _
GM CHGM  RDW Hb s (/) Hb F (A)
GM CHGM RDW Hb S (%) HbF (%) Variant Il Variant Il
Variant Il Variant Il
®PortHb S -a3.7 4.2 1 individ M PortHb S -a3.7/-a3.7
HPortHbS com -a3.7/aaou a4.2/aa (1 individuo sexo M) PortHbS com-a3.7/-a3.7 ° com -a3.7/aa ou 24.2/aa (1 individuo sexo M) or com -a 3.7/-a

Os portadores de Hb S com homozigotia a* (-a* /-a.*) relativamente aos portadores de Hb
S com heterozigotiaa* (-a* /o ), apresentam:

v'diminuicdo do VGM ( 69,4- 60,5fL, no sexo F, 75,1-73,4fL, no sexo M)
v'diminuicdo do HGM (23,1- 19,0pg, no sexo F, 24,5-24,1pg, no sexo M)
v'diminuicédo do nivel de Hb S (29,8- 25,0%, no sexo F, 33,6-25,9%, no sexo M)

v'o valor médio de diminuicdo da percentagem de Hb S é cerca de 6%
28



Casuistica e atividade laboratorial: hemoglobinopatias

2010-2014

Entidades requisitantes:

 Clinicos: ARSs, Hospitais, particulares

« Laboratorios Saude publica (ARSS)

» Laboratoérios privados

29



Casuistica e atividade laboratorial : hemoglobinopatias 2010-2014

%
80

60
40

20

Idade média
anos

Caracterizacdo das amostras positivas: Feminino -Masculino

2010-2014
1 66 65
63 64 59
41
| 34 37 36 35
2010 2011 2012 2013 2014

Feminino ™ Masculino

Caracterizacdao das amostras positivas: Idade média

vl

0 -

2010-2014
40 - 34
29 30 32 31

30 -
20 -
10 -
0 T T T T

2010 2011 2012 2013 2014

» Os portadores séo
detetados com maior
frequéncia no  sexo
feminino:

mulheres gravidas ou
em idade fértil

> A idade média de
diagndstico coincide
em geral com a
idade fértil

30



Casuistica e atividade laboratorial : hemoglobinopatias 2010-2014

Port Hb Port Hb
Port Hb D Port Hb C Port Hb E Lepore OAvab
2010 7,6 6,5 2,6 1,2 1,0 0,1 0,3 0,1
2011 8,3 7,0 1,9 0,5 0,5 0,1 0,7 0,1
2012 10,1 9,4 4,4 1,6 1,0 0,3 1,5 0,0
2013 13,0 9,1 5,6 1,8 2,5 0,5 0,9 0,0
2014 12,4 14,7 15,3 52 43 0,6 52 0,0
Caraterizacao das amostras positivas
% 20,0 + 15,3
130 14,7
15.0 - , 12,4
>0 10,1 g 4
’ 9,1
10,0 - 7,6 6,5 8,3 7,0 56
4.4 ’ 4,3
2,6 19 ’ 33 '
- 1 1,6 !
5,0 1,3 0.7
|
0,0 f
2010 2011 2012 2013 2014

% Port b tal m% Port Hb S " % Port de outras variantes de Hb com risco associado = % Port de variantes de Hb raras

+» Portadores B-tal e HbS s&o os mais frequentes
Portadores B-tal-7,6-13,0% Portadores Hb S-6,5-14,7%

+ Percentagem significativa de outras variantes de hemoglobina:
Portadores outras variantes Hb -2,6-15,3%, Portadores variantes Hb raras -0,7- 4,3%

% Entre 2010 e 2014 foram estudados 11 casais em risco
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