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Hemoglobina C em homozigose e interacio com talassemia beta

Homozygous hemoglobin C and its interaction with beta thalassemia
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A hemoglobina C (Hb C) é origindria do oeste da Afvica e é detectada por migrag¢do
lenta na eletroforese alcalina em acetato de celulose. Consiste na mutagdo do gene da
globina beta no codon 6 (GAG-AAG), resultando na substitui¢do do sexto aminodcido
da cadeia beta da hemoglobina humana, o acido glutamico, pelo aminodcido lisina. A
cromatografia de alto desempenho (HPLC) separa completamente as fragoes C e A2,
permitindo caracterizar a presenga da interagdo com talassemia beta. Esta entidade
(Hb CC, em homozigoze) é considerada benigna em relagdo a doenga falciforme, ja que
a falcizagdo ndo faz parte de sua fisiopatologia. A raridade do diagnostico C homozigoto
e C talassemia beta nos pacientes portadores de hemoglobinopatias nos alertou para a
necessidade de se conhecer melhor e estudar aspectos clinicos e hematologicos dos
casos dessa mutagdo em homozigose e na interagdo com a talassemia beta no ambula-
torio de anemias do Centro Regional de Hematologia e Hemoterapia de Ribeirdo Preto,

SP. Brasil. Rev. Bras. Hematol. Hemoter:
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Introdugao

A hemoglobina C (Hb C) é originaria do oeste da Africa
(Burkina-Faso) e espalhou-se pelo mundo como a hemo-
globina S. Consiste na mutagdo do gene da globina beta no
codon 6 (GAG-AAG), resultando na substituicdo do sexto
aminoacido da cadeia beta da hemoglobina humana, o acido
glutamico, pelo aminoacido lisina. Sao descritos trés haplo-
tipos, CI, CII e CIII. A frequéncia destes polimorfismos suge-
re alguma vantagem seletiva para os portadores hetero-
zigotos, como menor parasitemia por causa de Malaria
Falciparum, mas nao tdo evidente como a conferida pela
hemoglobina S.'234

A hemoglobina C foi detectada por causa da migragado
lenta na eletroforese alcalina em acetato de celulose, conse-
quéncia da substituicdo dos aminoacidos, nao se separando
da fragdo A2 (Hb A2). Pode ser separada na eletroforese

acida e na focalizagdo isoelétrica. A cromatografia de alto
desempenho (HPLC) separa completamente as fragdes das
hemoglobinas C e A2, permitindo caracterizar a presenga da
interagdo com talassemia beta.’

Em solugdes saturadas, ocorre a cristalizagdo das
moléculas, sendo que esses cristais podem ser encontrados
nos eritrocitos do sangue periférico dos homozigotos, mas
sdo raros nos pacientes com bago. Ha grande aumento dos
cristais intracelulares apds esplenectomia. A hemoglobina
fetal inibe a cristalizag@o da hemoglobina C. A hemoglobina
C tem a propriedade de alterar a troca de ions pela membrana
da hemacia e alterar sua forma, adquirindo no esfregago san-
guineo o aspecto de hemacias em alvo, além de microcitose,
hipocromia e esferocitos. A hemoglobina anormal ativa a per-
da de potassio pelas células vermelhas, reduzindo sua vida
média, que, apesar disso, ¢ bem maior que a do eritrocito com
hemoglobina S."¢7
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A afinidade da hemoglobina C pelo oxigénio esta leve-
mente reduzida. As mudangas em volume devido a alteragdes
da pressao osmdtica sao discretas. A lise osmotica ocorre em
valores do volume corpuscular médio (VCM) menores do
que a célula normal, com hemoglobina A (Hb A), ou seja, ha
reducdo da fragilidade osmotica por causa do aumento da
superficie com relagdo ao volume celular, sendo este reduzi-
do por causa da desidratagdo e da elevacao da concentragdo
da hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os eritrocitos
maduros e os reticuldcitos com hemoglobina C sdo mais den-
sos que os normais. Ha uma ligacdo muito forte da hemo-
globina C com as proteinas da membrana do eritrocito,
notadamente com a banda 3. Os eritrocitos com hemoglobina
C sdo mais viscosos que os normais ¢ menos deformaveis,
podendo ocasionar aumento da resisténcia periférica. Ape-
sar da presenga de cristais intracelulares, a vaso-oclusao nao
¢ caracteristica da doenga, diferentemente da doenca
falciforme. Nao ha dados sugerindo lesdes endoteliais na
hemoglobinopatia C.!

O trago C (heterozigoto A com C) ocorre em 2% dos
negros americanos, ¢ a doenca por hemoglobina C (homo-
zigotos) em 1/6.000.! Segundo o Programa Estadual de Tria-
gem Neonatal para Doenga Falciforme em Minas Gerais, em
2008 os portadores de trago C sdo 1,31%, com uma incidéncia
de um para 76 nascimentos, CC ou C Beta’ 0,009% ou 1/
11.543 e C Beta™ 0,001% (Prof. Dr. José Nélio Januario, comu-
nicac¢do pessoal). No Centro Regional de Hematologia ¢
Hemoterapia em Ribeirdo Preto, SP, em 480 pacientes com
hemoglobinopatias, 12 sdo portadores de hemoglobina C em
homozigose ou em interagao com a talassemia beta. Clinica-
mente, o heterozigoto com hemoglobina normal do adulto
(Hb AC) possui em torno de 42% da hemoglobina mutante.
Nao ¢ anémico, ¢ assintomatico, ¢ o tempo de vida média dos
eritrocitos € normal. O homozigoto, com aproximadamente
100% da hemoglobina mutante, pode apresentar anemia
hemolitica de leve a moderada, esplenomegalia, muitas célu-
las em alvo, cristais de hemoglobina C, reticulocitose e baixo
VCM. O tempo de vida dos eritrocitos ¢ reduzido, assim como
a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Pode haver tragos
de diseritropoese e certo grau de eritropoese ineficaz,® assim
como a interrupgdo da eritropoese por infecg¢do pelo
parvovirus B19.

Esta entidade é considerada benigna em relagio a do-
enga falciforme, ja que a falcizagdo ndo faz parte de sua
fisiopatologia.! A expectativa de vida ¢ normal ¢ a esple-
nomegalia, frequente. A esplenectomia se acompanha de um
maior numero de eritrocitos circulantes contendo cristais e
valores do hematdcrito maiores. Rutura espontanea do bago
pode raramente ocorrer. A interagdo da hemoglobina C com
outras hemoglobinopatias ¢ frequente, principalmente com a
Hb S (Hb SC), e, mais raramente, com a talassemia beta (C
Beta® ou C Beta’). Na impossibilidade de dosagem de A2, a
distin¢do do homozigoto C do C Beta’ pode ser feita saben-
do-se que, neste ultimo caso, os valores do hematocrito ¢ da

hemoglobina sdo menores, ¢ os da hemoglobina fetal e
reticuldcitos, maiores.! Talassemia alfa pode estar associada
ao traco ou a homozigotos, ¢ isso reduz a concentragao da C,
podendo causar confusdo diagnostica.”'® Retinopatia e
hematuria tém sido descritos no tragco C.''? Podera haver
interagao também com hemoglobina Lepore, talassemia del-
ta-beta e persisténcia hereditaria da Hb Fetal. A raridade do
diagnostico C homozigoto e C talassemia beta nos pacientes
portadores de hemoglobinopatias nos alertou para a
necessidade de se conhecer melhor e estudar aspectos
clinicos e hematoldgicos dos casos dessa mutagdo em
homozigose e na interagdo com a talassemia beta (HbCC e CB
talassemia) no ambulatorio de anemias do Centro Regional
de Hematologia e Hemoterapia de Ribeirao Preto, SP.

Casuistica e Método

Estudo retrospectivo transversal de 12 casos sele-
cionados entre os 480 portadores de hemoglobinopatias aten-
didos no Centro Regional de Hematologia e Hemoterapia do
Hospital das Clinicas da FMRP-USP de Ribeirdo Preto, SP.
Os achados hematolégicos e clinicos foram obtidos dos pron-
tuarios médicos e do laboratério de hemoglobinopatias. O
levantamento de dados clinicos e laboratoriais abrangeu todo
o periodo de seguimento dos pacientes. Os diagndsticos
foram confirmados por cromatografia (HPLC) utilizando-se o
kit Beta Thalassemia Short Program em leitor Variant Express,
Bio Oxford em cinco casos, trés C Beta e dois CC, e nos
demais foram considerados valores hematologicos e estu-
dos familiares. Para comparagao dos valores entre C Beta e
CC, foi aplicado teste estatistico entre médias de dados néo
paramétricos, o teste de Mann-Whitney, utilizando-se o pro-
grama GraphPad Prism versdo 5.0a trial para Mac, January
4,2008, GraphPad Softwares, San Diego, CA, USA, obtido
em http://www.graphpad.com, acessado em 24/01/2009, sen-
do considerado significante valores de p bicaudado inferio-
res a 5%.

Resultados

Dos 12 casos, 7 sdo mulheres e as idades variaram entre
um e 63 anos. Seis casos sdao de interacdo com talassemia
beta (dois CB* e quatro CB°) e seis de homozigose C (CC). Os
dados laboratoriais constam das Tabelas 1, 2 e 3. Dois
pacientes CB foram classificados como CB* devido a Hb A
de 10% e valores elevados de Hb A2 (acima de 4,4%). As
concentragdes da hemoglobina Fetal (Hb F), Hb A2 ¢ Hb C
estdo na Tabela 1. Houve diferenga estatistica (p 0,02) entre
os valores da Hb A2 nos homozigotos (varia¢do de 0,5 a
3,7%) enos C (4,4 a5,2%). Para os valoresde Hb A, HbF e
Hb CP o valor de p foi ndo significante. A morfologia
hematologica ndo foi relatada em trés casos, mas nos restan-
tes mostrou anisocitose, microcitose e hipocromia em todos
os casos, ndo havendo distingdo entre CC e CB. N&o encon-
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tramos descri¢do das hemacias em alvo, caracteristicas, e
também ndo foram descritos esferocitos. Todos os pacientes
apresentaram valores anormais do RDW (coeficiente de vari-
acdo da anisocitose), variando de 15,2 a 24,5nos CCede 15
a 21,7 nos CP (Tabela 2). Os indices eritrocitarios e reti-
culécitos também estdo na Tabela 2. A reserva de ferro, ava-
liada pela ferritina sérica, variou nos CC de 17 a 660 ng/ml e
nos pacientes CP de 40 a 426 ng/ml. O grau de hemolise, pela
bilirrubina indireta, varioude 0,5a 1,9 mg/Lnos CCede 0,8 a
2,0 nos CB; pela dehidrogenase latica (LDH), de 298 a 662
nos CC e de 209 a 518 UI/L nos CP (Tabela 3). Com relagdo a
visceromegalias, em trés pacientes a palpa¢do abdominal ou

Tabela 1. Idade, sexo e fragdes da hemoglobina

CC C Beta p
Numero 6 6 -
Idade (anos) 1,3-63 1-44 0,81
Sexo masculino 4 1 0,24
Hb A % 0,5-3,7 1-10 0,40
Hb A2 % 2,1-3,6 44-52 0,02 ()
Hb F % 1,3-23 3-10 0,15
Hb C % 89 - 100 62 -95 0,05

(*) significante

Tabela 2. Dados hematologicos

CcC C Beta p
Hb g/dl 99-124 7,8-111 0,07
Ht % 29 -38 26 - 38 0,46
VCM fl 62-79 61-66,8 0,03 (*)
HCM pg 19-29,7 17,3-22,0 0,03 (%)
RDW % 15,2-24,5 156-217 0,33
Reticuldcitos % 1,7-54 28-55 0,45

(*) significante

Tabela 3. Dados de hemodlise, fungao hepatica e reserva de ferro

CC C Beta p
TGO U/L 15-37 12-27 0,90
TGP U/L 6-22 10 - 26 0,67
Ferritina ng/ml 17 - 543 40 - 426 0,76
Bilirrubina indireta mg/dl 0,5-1,9 1,1-2,0 1,00
LDH U/L 298 - 662 209 - 518 0,12
Tabela 4. Achados clinicos
cC C Beta
Bago cm 1-17 1-5
Figado cm 0-4 0-3
Colelitiase 1/6 21/6,
1 colecistectomia
Hipertensao pulmonar Nao leve (1)
Outros Hipotireoidismo (1) Nao

Hipodesenvolvimento (1)

estudos por ultrassom foram normais. Nos restantes, foi en-
contrado aepatomegalia variando de 3 cm a 4 cm do rebordo
costal direito em trés pacientes (dois CC e um C[°). As maio-
res alteragdes foram com o bago, pois, excetuando-se os trés
pacientes citados anteriormente, pacientes CC tiveram esple-
nomegalia de leve a acentuada (de 1 cm a 17 cm do rebordo
costal esquerdo). Os pacientes Cf tiveram esplenomegalia
menor, variando de 1 cm a 5 cm. Apenas trés pacientes apre-
sentaram litiase das vias biliares ao ultrassom abdominal, um
CC e dois CB, um destes colecistectomizado. O ecocar-
diograma, realizado em sete pacientes, nao evidenciou anor-
malidades, exceto um paciente CB° com hipertensio pulmo-
nar leve (pressao sistolica estimada em 35 mmHg na artéria
pulmonar). Nao foram encontrados tumores extramedulares
de tecido hematopoético. Em dois pacientes CC, encontra-
mos hipodesenvolvimento fisico em um e hipotireoidismo no
outro (Tabela 4).

Discussao

Os achados hematolédgicos da doenga por Hb C ¢ CB
talassemia originam-se de varios trabalhos publicados entre
1967 ¢ 1985.! A maioria das descrigdes ¢ originaria da
Africa'®'415 ¢ a prevaléncia tem sido influenciada, recen-
temente, por fluxos migratorios internos.'¢ Uma comparagio
dos dados hematologicos e da esplenomegalia entre porta-
dores homozigotos da Hb C ¢ CB° de dados da literatura
abrangendo varios trabalhos publicados entre 1967 e 1986,
citado em Nagel e Steiberg,' apresentou valores da hemo-
globina ¢ hematocrito entre 10 g/dl a 15 g/dl e 30% a 45%
respectivamente, VCM 60 a 90 fl, Hb Fetal 2% a 4%,
reticulocitos 2% a 7% e moderada esplenomegalia para o
homozigoto. Ja na interagdo Cf3°, os valores de hemoglobina/
hematocrito variaram de 8 g/dla 12 g/dl e 25% a 35%, VCM
55f1a70 fl, Hb F de 3% a 10%, reticuldcitos de 5% a20% e
esplenomegalia acentuada.'! Os pacientes aqui descritos
apresentam valores menores para os CC, mas para os Cj,
excetuando-se reticulocitose e tamanho do bago, bem se-
melhantes aos descritos na literatura (Tabela 2). Varios
fatores podem influir nessas discrepancias entre os achados
clinicos em diferentes populagdes, por exemplo, a presenca
de alfa talassemia, ndo pesquisada, até a reserva de ferro.
Apenas um paciente CC apresentou ferritina baixa (17 ng/L)
compativel com caréncia de ferro concomitante. O grau de
hemolise, medido pela LDH, foi discreto, ndo havendo di-
ferenca estatistica entre os pacientes homozigotos ¢ com
interagdo com a talassemia beta. Chama a atengdo o numero
elevado de reticuldcitos e a grande esplenomegalia nos pa-
cientes CB° descritos na literatura, diferentemente dos aqui
descritos.

A analise estatistica dos dados hematoldgicos eviden-
ciou diferencas significantes (p < 0,05) apenas nos valores
da Hb A2, do VCM e do HCM para a distin¢ao entre CC e
CP°. Isto ¢, o componente talassémico das mutagdes brasilei-
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Figura 1. Histograma de média e desvio padrao das analises de Hb

a 2, VCM e HCM entre CC e C beta. Valores hematoldgicos nos
quais se obteve significancia estatistica

ras da nossa regido manifesta-se com forte redu¢ao da HCM,
variando de 19 fl a 29,7 fl e do volume dos eritrocitos, com
variagdo de 6111 a 79 fl. A repercussao na quantidade de Hb
C ¢ pouco significante, assim como nos valores da hemo-
globina. O grau de hemolise ¢ discreto e ndo deu ensejo a
complicacdes descritas em outras doengas, como a hiperten-
sdo pulmonar,'” assim como o acimulo de ferro ndo parece
constituir problema, mesmo nos pacientes mais idosos.

Do ponto de vista pediatrico, durante a fase de
esclarecimento diagnéstico, e mesmo na confirmagao da
presenga da forma heterozigota, a presenga da hemoglobina
C gera ansiedade nos pais das criangas portadoras. Este fato
merece esclarecimento quanto a sua benignidade, ao lado de
seguimento clinico da crianga homozigota ou com interagao,
pela realizagdo de exames hematologicos anuais, e ultras-
sonografia abdominal para avaliagdo de visceromegalias e
litiase biliar. A orientagdo alimentar com modera¢do nos
alimentos ricos em ferro garante que a crianga nao desenvolva
anemia carencial concomitante, atenuando a microcitose e
hipocromia, e evitando o acumulo de ferro, que parece ndo
ser exagerado. Os pacientes devem receber acido folico no
seu tratamento.

Nos adultos, monitoramento da pressao pulmonar pelo
ecocardiograma, do acimulo de ferro pela ferritina, da
hemolise pela LDH e do tamanho esplénico e da colelitiase
pelo ultrassom abdominal periddicos. A descrigdo dos acha-
dos morfolégicos do sangue periférico deve ser cuidadosa,
anotando-se a presenga de alteragdes sugestivas, o que muito
contribui para a seguranga diagnostica.'?

A hemoglobinopatia C homozigota ou em interagédo com
a talassemia beta ¢ entidade benigna, com leve morbidade
associada a anemia cronica, visceromegalia e colelitiase. A
hemolise ¢ leve, sendo leve o grau de anemia e baixa a conta-
gem de reticuldcitos. Alguns pacientes apresentaram aumento
discreto da hemoglobina Fetal. Problema diagndstico ¢ a di-
ficuldade de dosagem da HbAZ2 na eletroforese alcalina, de-
vido a coincidéncia da migra¢dao com a HbC, mas podemos
obter informagdes pela analise dos indices eritrocitarios, o
VCM e o HCM. O diagnostico definitivo ¢ facil e rapidamente
obtido pela HPLC.?

Abstract

Hemoglobin C (Hb C) originated in the west of Africa and is detected
by alkaline electrophoresis by slow migration in cellulose acetate. It
consists of a mutation of the beta globin gene in codon 6 (GAG-
AAG), resulting in a substitution of glutamic acid, the sixth amino
acid of the beta string of the human hemoglobin, for lysine. High
performance chromatography (HPLC) separates the C and A2
fractions completely, allowing the characterization of the presence
of interactions with thalassemia beta. This entity (Hb CC) is
considered benign in respect to sickle cell disease, as sickle cells are
not part of its physiopathology. The rarity of the diagnosis of
homozygous C and beta thalassemia in patients with
hemoglobinopathies showed the necessity of studying clinical and
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hematologic aspects of the cases of this mutation in homozygosis
carriers and the interaction with beta thalassemia in the anemias
clinic of the Regional Blood Center in Ribeirao Preto, SP, Brazil.
Rev. Bras. Hematol. Hemoter.

Key words: Hemoglobin disorders; hemoglobin C, thalassemia beta.
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