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RESUMO

A B-talassemia pode ser definida como um grupo de desordens

genéticas cujo resultado é um defeito na sintese das cadeias beta.

Na B-talassemia maior ou anemia de Colley, a concentra¢do da
hemogiobina fetal estad elevada, ja a concentracdo de hemoglobina Az pode estar
elevada ou ndo. Na f-talassemia menor, 0s niveis de hemoglobina Az sdo maiores
que 0 normal, € um pequeno aumento na quantidade de hemoglobina fetal pode ser
visto.

VariagGes na concentragdo do menor componente das hemoglobinas,

a hemoglobina Az, séo utilizadas no diagndstico da p-talassemia.

O presente trabalho é uma comparacéo entre os principais métodos de
dosagem da hemoglobina A, eletroforese em acetato de celuiose e

microcromatografia.

A andlise estatistica mostrou que os resultados eletroforéticos e
cromatograficos foram diferentes, e a percentagem de hemoglobina A; eletroforética

foi significativamente maior que a percentagem cromatografica.




1 INTRODUGAQ

A hemoglobina € uma proteina de estrutura globular quaterndria,
transportadora de oxigénio, composta por quatro cadeias polipeptidicas e um grupo
prostético, 0 heme, ligado a cada uma das cadeias de globina.

As hemoglobinas normais contém dois pares de cadeias polipeptidicas
diferentes, cadeias alfa e cadeias nao alfa (beta, gama e delta). A hemoglobina A
(HbA) & formada por duas cadeias alfa e duas cadeias beta (a2f2). Trata-se da
hemoglobina predominante no adulto normal. A hemoglobina fetal (HbF), por sua
vez, & constituida de duas cadeias alfa e duas cadeias gama (o2y2), j@ a

hemoglobina Az (HbAy) é formada por duas cadeias alfa e duas cadeias delta (c262)
(2.23)

Dois genes especificos produzem & globina alfa, estdo localizados no
brago curto do cromossomo 16. As demais cadeias globinicas (beta, gama e delta)
séo produzidas por genes Unicos e exclusivos, localizados no brago curto do

cromossomo 11 @

A partir da quarta semana de vida, inicia-se a produgdo da HbF, que
aumenta progressivamente, terminando por constituir a principal hemoglobina do
periodo fetal. A HbA; comega a ser sintetizada na 257 semana, porém em baixas
concentragbes até o nascimento. A hemoglobina A é sintetizada a partir da 10°
semana, mantendo-se proxima a 10% até o nascimento.

Durante o primeiro ano de vida, a HbF é gradualmente substituida pela
HbA, de tal forma que ap6s seis meses de nascimento a HbF tem concentragéio de
até 1%. Foi progressivamente substituida pela HbA, que passa a representar 96 a
98% das hemoglobinas 7%,

A talassemia, desordem referida por Coocley e Lee em 1925, abrange
um grupo complexo de anormalidades genéticas na sintese da cadeia globinica. A




talassemia maior apresenta manifestagdes clinicas graves e quase sempre
potencialmente fatais, ja a talassemia menor tem manifestacdes clinicas leves ou
minimas ©%,

As p-talassemias séo transtornos hereditarios da molécula de
hemoglobina, onde existe uma diminuicdo da sintese das cadeias beta, que se
traduz no sangue periférico por um quadro de anemia microcitica e hipocrdmica @,

Denomina-se B° talassemia quando ha auséncia total na sintese de
cadeias beta, e B’ talassemia quando ha reducdo na sintese. Os individuos

homozigotos podem ser 8°8° ou B*B*, j& os heterozigotos podem ser BB* ou pp° 9.

Na B-talassemia, as cadeias alfa sdo produzidas normalmente. Como
as cadeias beta estdo suprimidas total ou parcialmente, a formacéo do tetramero fica
prejudicada. O resultado é um excesso de cadeias aifa que se precipitam, causando
lesdes membranares e provocando sequestracéo esplénica e eritropoese ineficaz ©.

Entre as hemoglobinopatias, verificou-se que a p-talassemia
heterozigota é a que maior dificuldade apresentava em ser identificada no Brasil, o
que poderia justificar os baixos Indices no pais ¢/*®,

A talassemia maior, antes anemia do Mediterraneo ou anemia de
Cooley, constitui a forma homozigota da B-talassemia. Estd associada & anemia
grave, deformidades oésseas, hemolise intramedular e esplénica e
hepatoesplenomegalia entre outras alteracbes. Além dos achados periféricos, ha
hiperplasia eritroide medular, a HbF esta elevada, o que constitui um importante

critério diagndstico, j& a HbA; pode estar normal ou elevada (71829,

A p-talassemia menor, ou traco talassémico, consiste na forma
heterozigota da p-talassemia. A concentragdo da HbA; estd elevada, um aspecto
importante no diagnéstico, podendo elevar-se até 4 a 8% em mais de 90% dos

casos. A HbF pode estar normal ou discretamente elevada (19




A -B-talassemia tem como principais causas moleculares as
substituicbes e pequenas delegdes e insergdes que alteram &reas criticas do gene
@A técnica de amplificagio génica tem permitido analisar os defeitos moleculares
do gene beta responsavel pela talassemia. Entre vérias mutagGes jé observadas, a
mutagdo mais benigna, a partir de parametros hematologicos, foi a IVS-I NT &
(121432 Demonstrou-se haver certa relagéo entre o volume corpuscular médio (VCM)
e a gravidade da mutagao, onde as mutages B° cursam com grau de microcitose
mais importante que as B* ©.

O estudo do DNA também tem possibilitado o diagnéstico pré-natal das
talassemias. O DNA fetal pode ser obtido de células nucleadas fetais cothidas por
amniocentese ou puncéo de vilosidades coridnicas 2.

O estado homozigoto da beta-delta talassemia caracteriza-se pela
presenca exclusiva da HbF, a HbA e HbA; ndo sdo produzidas. A forma heterozigota
apresenta HbF elevada e HbA; normal ou levemente reduzida ("7, Observou-se
uma diferenca estatisticamente significante entre a beta-delta talassemia e a
talassemia menor na amplitude de distribuicso eritrocitaria (ADE) ‘.

A interacdo hemoglobina S/p° talassemia tem quadro clinico
semelhante a anemia falciforme, a concentracio da hemoglobina S é variavel (entre
80 a 90%), a HbF esta elevada, a HbA esta ausente e a HbA; esta aumentada ",

A quaniificacdo da HbA, consiste numa importante determinacao no
diagnéstico acurado das p-talassemias, além de servir na triagem dos portadores B-
talassémicos. A identificac@o destes portadores e o aconselhamento genético tém
contribuido para reduzir a incidéncia da doenga @Y.

A HbA; é mais amplamente utilizada no diagnéstico da B-talassemia
menor, sua determinagéo pode estar indicada na presenca de achados sugestivos,
tais como: hipocromia, anisocitose, poiquilocitose, pontilhado basdfilo, células em
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alvo, volume corpuscular médio menor que 78 fl @ hemoglobina corpuscular média
menor que 28 pg 12",

Os principais métodos para quantificar a HbA; sdo a eletroforese e
eluicdo da HbA; em acetato de celulose e a microcromatografia. Outros métodos,
menos comuns, incluem ensaios imunoquimicos e cromatografia liquida de alta
resolugdo @,

A cromatografia em DEAE celuiose mostra-se como método simples,
répido e preciso, além do baixo custo necessario a sua execugéo 19,

Na microcromatografia de troca idnica, a HbA; é seletivamente eluida
da coluna sob condi¢des especificas de PH e concentracdo do ion cloreto. Neste PH
e forga ibnica, a HbA adere mais fortemente a celulose que a HbA,, resultando em
rapida separagdo e eluicdio. A densidade Optica da HbA; é entdo determinada e
comparada a densidade optica da solugéo de hemoglobinas totais. Finalmente a
percentagem de HbA; é calculada 92",

Além de reprodutivel, a cromatografia em DEAE celulose n&o mostra
superposicéo de valores entre o limite superior da normalidade e o limite inferior nos
pacientes heterozigotos B-talassémicos 2.

A eletroforese de hemoglobinas esta fundamentada nos diferentes
tipos de migragdo de hemoglobinas camregadas quando submetidas a um campo
elétrico. As fitas de acetato de celulose séo utilizadas para a separacdo de
hemoglobinas em tampéao tris-EDTA-borato, PH 8,6. Uma vez separadas, as fragbes
s&o fracionadas e eluidas para determinagéo da sua densidade 6ptica.

A eletroforese em acetato de celulose permite a separacéo e
guantificagdo da Hemoglobina S, ja a hemoglobina C e A; migram na mesma
posicdo. Também a hemoglobina G, D e Lepore migram na mesma posicdo da
hemoglobina S e a hemoglobina E, O e C Harlem migram na mesma posicéc da
hemoglobina C ©'7.
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O objetivo do presente trabalho é proceder um estudo comparativo
entre os dois metodos principais para dosagem da HbA,, eletroforese em acetato de
celulose e microcromatografia. Os resultados cromatograficos serdo comparados
aos eletroforéticos, verificando se ambas determinagbes sdo semelhantes ou nao,

em outras palavras, se existe diferenga estatisticamente significante entre os
resultados das referidas técnicas.
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2 MATERIAIS E METODOS

AS AMOSTRAS

Foram utilizadas nas andlises, 40 amostras de sangue total de

pacientes que tinham indicagdo para dosagem da HbA;, obtidas no Setor de
Hemoglobinas do HEMOCE.

MATERIAIS UTILIZADOS NA ELETROFORESE

= Centrifuga Presvac: DCS-16-RVT

= Cuba Eletroforética Doles: B-10

= Fonte de Corrente Continua Eccepi: BM 55 Lux
= Espectrofotdmetro Coleman: SP 395-UV

Fitas de Acetato de Celulose Celogel
Cioroférmio Absoluto

Tampao tris-EDTA-borato
Solugéo Salina a 0,85%

Pipetas e vidraria

LU

MATERIAIS UTILIZADOS NA CROMATOGRAFIA

= KIT ISOLAB para dosagem da Hemoglobina A;:
+ Colunas Cromatogréficas Preparadas
¢ Agente Eluidor da HbA,: reagente 1
- ¢ Agente Eluidor das outras Hemoglobinas: reagente 2
= Espectrofotdmetro Coleman: SP 395-UV

= Pipetas e vidraria

Cada amostra testada foi submetida & microcromatografia em coluna e
eletroforese em acetato de celulose. As concentragfes obtidas através destas duas

metodologias foram emparelhadas para posterior comparagéo.
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PREPARAGAO DO HEMOLISADO ELETROFORETICO

A amostra de sangue foi centrifugada durante 5 minutos a 2000 rpm
para separacdo do plasma. Obtido o sedimento, procedeu-se a lavagem das
hemacias com solugdo salina 0,85% cerca de frés vezes. Lavado o sedimento,
adicionou-se igual volume de &gua destilada, agitando vigorosamente em seguida.
Este hemolisado foi deixado em repouso por, no minimo, 15 minutos. Transcorrido

este tempo, adicionou-se uma pequena aliquota de cloroférmio absoluto, a fim de
sedimentar o estroma.

SEPARAGAO ELETROFORETICA

Cada dosagem utilizou duas fitas de acetato de celulose, aplicando-se
10 pl do hemolisado em ambas as fitas. Apés aplicagdo, as fitas foram devidamente
postas na cuba contendo o tampéo Tris-EDTA-Borato. Aplicou-se uma corrente de
aproximadamente 300 volts, durante 45 minutos. Separadas as hemogiobinas,
fracionou-se as bandas de HbA e da HbA,. A banda HbA; foi eluida em 3ml de agua
destilada, a banda HbA foi eluida em 15ml do mesmo solvente. A eluigdo transcorreu
durante duas horas antes da leitura 6ptica.

PREPARACAQ DO HEMOLISADO CROMATOGRAFICO

Retirou-se 50 W do sangue total, dilvindo esta amostra em 200 pl de
agua destilada em tubo de hemélise. O hemolisado foi deixado em repouso por, no
minimo, 5 minutos antes do uso.

ABERTURA DA COLUNA CROMATOGRAFICA

Conforme recomendagdo técnica, a coluna foi invertida até
sedimentacéo da resina e reinvertida antes do uso, assim permanecendo 30 minutos
antes da abertura. Aberta a coluna, permitiu-se o escomento liquido através da
abertura inferior da coluna cromatogréfica.
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OBTENCAO DA FRACAO HbA,

Adicionou-se 50 pl do hemolisado na coluna, uma vez absorvido, foram
colocados 200 pl do agente eluidor da HbA,, permitindo a perfusdo do hemolisado
na resina, desprezou-se esta fragéo. Em seguida, adicionou-se 4m! do mesmo
agente eluidor da HbA,, coletando-se a fragdo eluida contendo a HbA,. Separada
esta fragéo, adicionou-se a coluna 4ml do agente eluidor das outras hemogiobinas,

coletando-se a fragdo eluida . Esta dltima fragio foi diluida em 16ml de agua
destilada.

ESPECTROFOTOMETRIA

Este procedimento foi comum as duas técnicas. A densidade Optica
das fragSes eletroforéticas e cromatogréficas foi determinada em 415nm, utilizando
agua destilada como branco.

CALCULO DA PERCENTAGEM DE HbA, (%HbAR)

A formula utilizada no célculo da HbA; por eletroforese foi a seguinte:
%HbA,= Ay .10

Az + (5.A)
A2= Densidade éptica da fragéo A;

A = Densidade 6ptica da fragdo A

A férmula utilizada no célculo da HbA, por cromatografia foi a seguinte:
%HbAz= Ay . 10?

Az + (5.N)
Az = Densidade Optica da fracdo Ap

N = Densidade dptica das outras hemoglobinas
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4 RESULTADOS

Os resultados das 40 dosagens feitas por cromatografia e eletroforese
séo apresentados nos quadros 1 e 2.

Quadro 1 - Dosagem de Quadro 2 - Dosagem de
Hemoglobina A, Hemoglobina A,
em Percentagem em Percentagem
Eletroforese Cromatografia Eletroforese Cromatografia
2,7 2,3 28 2,1
2,86 3,7 5,4 2,4
3,8 3,0 3,0 2,7
2,9 2,3 3,7 2,0
50 40 49 1,5
45 4.6 1,4 3,3
55 3,9 3,2 2,3
4,0 3.3 3,5 1,8
8,9 6,9 6,5 2,6
3,5 3,7 3,8 27
9,7 6,2 3,0 1,0
4,0 3.8 3,1 3,8
5,6 3,2 6,3 47
45 2,6 3,4 2,8
6,2 6,9 2,3 1,7
3,9 1,8 54 4,0
46 2,8 6,0 53
7,5 57 2,7 1,9
4.4 2,2 3,1 2,2
23 3,4 3.7 1,4




Quadro 3 - Medidas de Tendéncia Central e Dispersdo da percentagem de

16

hemoglobina A, dosada por eletroforese e cromatografia.

Medidas Eletroforese Cromatografia
Ndmero de amostras (n) 40,00 40,00
Média Aritmética (x) 4,30 3,20
Variancia (S°) 3,05 2,06
Desvio Padréo (S) 1,74 1,43
Coeficiente de Variagéo (CV%) 40,46 44 68
Amplitude (A) 8,30 5,920

Tabela | - Distribuicio de frequéncias da percentagem de hemoglobina A, dosada

por eletroforese.

Classe Frequéncia Frequéncia Relativa %
1 F 2 1 2,5
2 -8 7 17,5 -
3 L 4 13 32,5
4 . 5 7 17,5
5 |- 6 5 12,5
6 L 7 4 10,0
7 L 8 1 2,5
8 I 9 1 2,5
9 10 1 2,5
TOTAL 40 100,0
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Tabela 2 - Distribuicio de frequéncias da percentagem de hemoglobina A, dosada
por cromatografia.

Classe Frequéncia Frequéncia Relativa %
1 F 2 7 17,6
2 | 3 14 35,0
3 | 4 10 25,0
4 5 4 10,0
5 - 6 2 5,0
6 | 7 3 7,5
7 8 0 -
8 9 0 -
9 10 0 N
TOTAL 40 100,0
Figura 1
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Histograma da percentagem de hemoglobina A; dosada por eletroforese.
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Figura 2

Frequéncia
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Percentagem de
Hemoglobina Az

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Histograma da percentagem de hemogiobina A; dosada por cromatografia.

Figura 3
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Poligono de frequéncias da percentagem de hemoglobina Ac por

eletroforese superposto ao poligono de frequéncias da percentagem de hemoglbina
A; por cromatografia.
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ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos um teste de duas médias para verificar se existe diferenca
estatisticamente significante entre os resultados eletroforéticos e cromatograficos.
Para tanto, consideramos como hipétese de nulidade (Ho), a média dos resultados
eletroforéticos (ue) igual & média dos resultados cromatogréficos (L), em outras
palavras, as diferengas observadas foram meramente devido ao acaso. E como
hipdtese alternativa (H1), a média dos resultados eletroforéticos diferente da média
dos resultados cromatogréficos.

Ho ! pe = 1o
Hi @ pe # Le.

O nivel de significancia (o) foi fixado em 5%, que tem como regisio
critica para um teste bilateral de hipéteses escores z superiores a 1,96 (z > 1,96) ou

inferiores a - 1,96 (z < -1,96), representando a regido de rejeigéo de Ho @7".

Para proceder um teste de duas médias entre duas amostras
dependentes e com n > 30, o valor de z é dado por:

d = Média da diferenca entre os valores

Q|

Z -

eletroforéticos e cromatograficos

3[(})
(%}

$? = Variancia da diferenga

n = NUmero de amostras

A meédia da diferenca (Z d/n) entre a eletroforese e a cromatografia foi

de 1,12 com variancia S de 1,6 e desvio padréo S de 1,26. Aplicando estes valores
temos:
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z= d = 112 =56
§’ 16
n an

O valor de z calculado é maior que o z critico (5,6 > 1,96), encontrando-

se na regiao de rejeicéo de Ho, portanto as metodologias em questao apresentaram
diferenca estatisticamente significante.

Testando a hipétese de que a média eletroforética foi maior que a
média cromatograéfica teriamos:

Ho ! pe = pe
Hi:pe > pe.

Neste caso, o valor de z critico para um teste unilateral de hipdteses
com o de 5% & de 1,64. Como z calculado é maior que z critico, rejeitamos H.

Portanto os valores eletroforéticos foram estatisticamente maiores gue o0s
cromatograficos.
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4 DISCUSSAO

Observando os resultados eletroforéticos e cromatograficos,
encontramos uma diferenga substancial entre as duas dosagens. De fato, a madia
de HbA; eletroforética foi de 4,3, a média de HbA, cromatografica foi de 3,2 e a
média da diferenca d foi de 1,12.

A aplicacéo do teste de hipéteses confirma esta diferenca observada,
mostrando resultados eletroforéticos maiores. Caso o nivel de significancia fixado
fosse de 1%, a conclus&o do teste de hipoteses ainda seria a mesma, pois o valor
de z calculado (5,6) seria maior que 2,58 (vaior critico de z para testes bilaterais com
a de 1%), e maior que 2,33 (valor critico de z para testes unilaterais com o de 1%).
Considera-se, portanto, os resultados altamente significativos.

A andlise do desvio padr8o mostra que os resultados eletroforéticos
variaram mais que os cromatogréficos em torno da média, 4,3 £+ 1,7 € 3,2 + 1,4
respectivamente. Da mesma forma, a amplitude eletroforética também foi maior, o
que se reflete no alargamento da base eletroforética no poligono de frequéncias

superposto (Figura 3).

Observando o mesmo poligono, verificamos que a curva eletroforética
esta desviada para a direita em relagdo a cromatogréfica, representando a

superioridade dos valores eletroforéticos.

O coeficiente de variagido (S/X.100) cromatografico foi maior que ¢
eletroforético. Este achado pode indicar que as variagbes cromatogréaficas em torno
da média, embora menores, s30 mais importantes que as eletroforéticas para fins de

dosagem.

Segundo a literatura, os valores de referéncia da HbA; por eletroforese
variam de 2,0a 3,5, e por cromatografia da ISOLAB, de 1,5 a 3.0 ""?" Estes
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valores corroboram o resuitado encontrado, ou seja, concentragGes estatisticamente
diferentes com média eletroforética superior.

As causas desta diferenca em amostras desprovidas de hemoglobina
variante podem ser vérias. Seria razodvel supor que a influéncia da HbF seria o fator
determinante, j& que na eletroforese apenas a banda HbA é separada, ou seja, a
fracdo A seria determinada apenas em fung@o da HbA, enquanto que na
cromatografia todas as fragfes remanescentes, inclusive a fetal, sdo eluidas da
coluna apds a separagéo da HbA; . Entretanto, é possivel refutar esta hipotese, ja
que a HbF migra proxima & HbA, e muitas vezes ela é separada e eluida juntamente
com a HbA.

Seria mais provével que o préprio tipo de resina, a metodologia do
fabricante, bem como varios fatores interferentes na eletroforese, tais como:
temperatura, voitagem aplicada, quantidade do hemolisado, subjetivismo no
fracionamento das bandas, entre outros, sejam responsaveis pelos resultados

diferentes.

A literatura aponta a cromatografia como o método mais preciso e
sensivel ®4° além de melhor representar a percentagem de HbA, em relagéo as

hemoglobinas totais.

Considerando os valores de referéncia, nossa concentragéo média de
HbA; por ambas as técnicas foi relativamente elevada, o que se justifica pelo uso de
amostras de pacientes que tinham indicac&o clinica para dosagem de HbA,, muitos

dos quais provavelmente p-talassémicos.
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5 CONCLUSAO

Entre as duas principais metodoiogias para dosagem da hemoglobina
A, eletroforese em acetato de celulose e microcromatografia, foi observada uma
diferenca altamente significante entre os resultados das referidas técnicas, com

valores eletroforéticos estatisticamente maiores que os cromatograficos.
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SUMMARY

The B-thalassemia may be defined as a group of genetic disorders

which result in defective B chain synthesis.

In the B-thalassemia major or Cooley's anemia, the hemoglobin F level
is very high and the hemoglobin A, level could be elevated, while in the B-
thalassemia minor, the hemoglobin A; level is higher than the normal and a small
increase in amount of hemoglobin F may be found.

Variations in the level of the minor hemogiobin component, hemoglobin
Az, are of use in the diagnosis of B-thalassemia.

The present study is a comparison between standard methods to
quantify hemoglobin A, cellulose acetate eletrophoresis and microcolumn
chromatography.

Statistic analysis showed a difference between eletrophoretic and
chromatography results, and the percent of eletrophoretic hemoglobin A2 was
significantly higher than the chromatography percent.
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