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RESUMO

Este estudo fot realizado com o objetivo de realizar uma nova avalia¢o eletroforética
agora em pH 6,2 de 32 pacientes portadores de anemia falciforme atendidos no Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE) e no Hospital Infantil Albert Sabim
(HIAS) para confirmagio do diagnéstico inicial ou descobrir a presenga concomitante da
hemoglobina S com a hemoglobina D.

A metodologia utilizada constou das seguintes técnicas: eletroforese em pH alcalino
(pH 8.6) e eletroforese em pH 4cido (pH 6.2). A eletroforese em pH 4cido foi usada para
diferenciar a Hb S da Hb D, pois as duas correm na mesma posicio na eletroforese em pH
alcalino.

Os resultados encontrados foram de um perfil eletroforético homogéneo de

hemoglobinopatia SS confirmadas em pH acido.




INTRODUCAO

A hemoglobina é uma proteina de estrutura globular e quaternaria composta por quatro
cadeias polipeptidicas, ou cadeias de globina, e um grupo prostético { o grupo heme), ligado a
cada uma das cadeias de globina.(21)

As cadeias de globina tém sido agrupadas conforme suas similaridades genéticas e
estruturais devido as sinteses multigénicas especificas para cadeias de globina dos tipos alfa e
beta. A multigenicidade das cadeias de globina do tipo alfa se deve a presenca de dois genes
especificos para produzir globina alfa e um outro gene também especifico para gerar globina
zeta, todos no cromossomo 16. As cadeias de globina do tipo beta sio sintetizadas por genes
unitarios € exclusivos para globina beta, delta, gama e épsilon, todos localizados no
cromossomo 11.(21)

A molécula de hemoglobina é, portanto, um tetrdmero de cadeias de globina formado
por duas cadeias de globina do tipo alfa e duas do tipo beta. Assim, por exemplo, duas
globinas alfa (alfa 2 ) e duas beta (beta 2 } compdem a Hb A (normal) ¢ dessa forma, as
combinagdes entre as diferentes globinas determinam os seis tipos de hemoglobinas normais
humanas produzidas nas fases do desenvolvimento caracterizadas como embrionaria, fetal e
pés-nascimento.(21)

A sintese dos diferentes tipos de hemoglobinas embrionarias, fetal e adultas obedecem
a um rigido controle genético, envolvendo os genes tipo alfa do cromossomo 16 e os tipo
beta do cromossomo 11. As expressdes desses genes podem ser avaliadas relacionando-as
com o periodo do desenvolvimento embrionario e fetal. Dessa forma, os diferentes tipos de
hemoglobinas embrionarias sdo sintetizadas gradativamente, até atingirem suas concentracdes
maximas especificas. A partir desse estagio de produgdo inicia-se a diminui¢fio de suas
sinteses, dando lugar a elaborag@o de Hb Fetal e, a seguir, das hemoglobinas A e A2 .

O primeiro tetrdmero hemoglobinico, predominante nas quatro semanas iniciais do
periodo embrionério, é composto por pares de dimeros de cadeias zeta e épsilon (§ 2 € 2), que
formam a Hb Gower-1. Outras duas hemoglobinas embrionarias , presentes até a 12
semana, sio compostas por pares de cadeias zeta e gama ({ 2A 2) e alfa e épsilon (a2 €2),
que constituem as hemoglobinas Portland e Gower-2, respectivamente. Ao término desse

periodo ndo ocorre mais sintese das hemoglobinas embrionarias, predominando nesta fase a
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hemoglobina Fetal (o 2 A 2 ), cuja producfio tem inicio na Quarta semana de gestagdo com
aumento do seu nivel quantitativo progressivo ao desenvolvimento fetal. A Hb A , COmposta
por dimeros de cadeias alfa e beta (02B2), é sintetizada a partir da 10° semana e se mantém
em concentragfes proximas a 10% até o nascimento. A Hb Az por sua vez, formada
formada por cadeias alfa e delta (o0 2 5 2), comega a ser sintetizada na 25° semana em
concentragoes reduzidas que permanecem até o nascimento, aumentando lentamente até se
estabilizarem no sexto més de vida.(21)

A hemoglobina A € o tipo predominante entre as hemoglobinas normais.(21)

As hemoglobinas anormais constituem a base para a classificagio das
hemoglobinopatias, grupo de anormalidades hereditarias em que a produgfo da hemoglobina
normal € suprimida e substituida, parcial ou totalmente, pela formagio de uma ou mais das
muitas variantes hemoglobinicas. (13)

As enfermidades drepanociticas compreendem um conjunto heterogéneo de afeccdes
com a anemia falciforme ou drepanocitica (homozigose SS) ), dupla heterozigose por
hemoglobina S (Hb S) e outra variante estrutural ( SC, SD, SO Je as associagBes coma o e
B talassemia.(7,12,17,23)

A doenga falciforme ¢ uma hemoglobinopatia onde se encontra como caracteristica a
presenca de uma variante mutante da hemoglobina, chamada hemoglobina (Hb S) ( sickle-cell
ou “celula em foice™ )(30)

A hemoglobina § é causada por uma mutagio do gene que codifica a cadeia beta da
globina , produzindo uma alteragio estrutural na molécula. Por ser uma anomalia da globina
beta, as caracteristicas clinicas do estado homozigoto sé serdo percebidas apos a estabilizagio
da producio das globinas que ocorre por volta do sexto més de vida. No cromossoma 11,
localiza-se o gene da globina beta S e hi uma substitui¢do de uma base nitrogenada do codon
GAC para GTG, resultando na substituigio do acido glutdmico (glu) pela valina{val) na
posicio numero 6 da globina beta. A valina é um aminoacido neutro(pI~6) e o Aacido
glutdmico € carregado negativamente(pl =2,8). Essa troca altera o pl da hemoglobina,
tornando-a carregada menos negativamente( pI da Hb A = 6,8; pI da HbS >6,8 ) fato que
resulta em uma mobilidade mais lenta da Hb S , quando comparada com a hemoglobina A em
eletroforese alcalina( pH 8,02 9,0 ). A troca de aminoacidos que resulta na produgdo da
hemoglobina § abala estruturalmente a molécula, pois se na Hb A o acido glutdmico da
posicdo 6 da globina beta auxilia no afastamento das moléculas desoxigenadas de

hemoglobinas , a entrada da valina nesta posigio favorece a polimerizagio sob condigdes de
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baixo teor de oxigénio. No estado oxigenado a molécula de Hb S esta “relaxada”, e nessa
conformagdo estrutural as globinas beta S estio mais separadas . No estado desoxigenado , a
molécula de Hb S torna-se polimerizada ou “tensa” e as globinas beta S ficam mais proximas.
Essa mudanga de conformagio favorece o contato entre as regides de desoxihemoglobina , o
que ndo € possivel no estado oxigenado.  Por meio da unido de varios tetrimeros deHb S (
nucleagdo ), forma-se um nimero considerado de moléculas agregadas que gera longos
polimeros alterando a morfologia do eritrécito para a forma * afoicada”. Nesta etapa ha a
mudanga do estado liquido e solivel para o estado solido e insolavel, alterando-se a
viscosidade da solugdo e formando-se cristais de Hb S . 08 “tactoides”. Essa alteracdo do
estado solivel para o insolivel ¢ a diferenga mais significante sob o ponto de vista patoldgico
da presenga da Hb S. (21)

A anemia falciforme € a doenga hereditaria monogénica mais comum do Brasil e uma
das mais frequentes da humanidade.(33). Possui carater genético autossGmico recessivo e é
comum para ambos 0s sexos. (30)  Caracteriza-se por frequentes crises hemoliticas e
tromboticas, com episodios de dor e que levam, com varias excegdes, a invalidez ou semi-
invalidez dos portadores, culminando com a morte precoce.(22 )

0 termo doenga falciforme — “sickle cell disease” - foi empregado pela primeira vez,
em 1922, por Manson. Este autor relacionou, inclusive, algumas caracteristicas comuns entre
os portadores dessa doenca: Todos eram da raga negra, apresentavam ictericia, fraqueza,
tlceras de membros inferiores, anemia intensa, reticulocitose e eritrocitos falcizados no
sangue periférico.(21) Hoje € sabido que esta doenca existe tanto em caucasoides como em
negroides.

Sua distribui¢do € ampla , abrangendo todos os continentes, notadamente a Africa, a
Ameérica do Norte e a América Latina. (21)

O gene da Hb S alcanga sua méxima incidéncia na Africa Tropical, mas também pode
ser observado entre Arabes, Italianos e Gregos . (12,23,32,9 ) O gene foi introduzido na
América pelo trifico de escravos negros, e sua distribuigio no continente é heterogénea de
acordo com a quantidade de negros ¢ mulatos na populagio. (3)

O Brasil apresenta uma populagdo com origens raciais diversas e bem conhecidas, que
tem miscigenacdo em diferentes graus de intensidade. Esse fato permite a dispersio de genes
outrora caracteristicos de determinadas populagdes e regides definidas. Esses genes foram
transmitidos gradualmente & populagdo nativa brasileira, a medida que se intensificava o

processo de colonizagdo em nosso pais. (28, 18). Assim acredita-se que a continua atividade
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miscigenatoria tenha facilitado a propagagdo das hemoglobinas anormais, e cuja heterogénea
distribui¢do pode ser explicada conforme a regido colonizada e a proveniéncia nacional dos
seus colonizadores. (18)

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), a cada ano nascem no Brasil cerca
de 2.500 criancas portadoras de doenca falciforme.(21)

A Hb S polimerizada distorce o eritrocito. Da forma originalmente bicdncava ele se
torna alongado, assume a forma caracteristica de foice e produz uma série de eventos que
encurtam a sobrevida da célula e impedem seu fluxo na microcirculagio.

As deformagdes celulares que ocorrem no processo da falcizacdo alteram as trocas
idnicas, afetam a permeabilidade celular e, como consequéncia, surgem lesGes na membrana,
0 que também contribui para encurtar a vida das células. Esse processo pode ser reversivel
com a oxigenagdo celular.  Contudo, apds repetidos episddios, a célula torna-se
irreversivelmente falcizada. Os eritrocitos falcizados sdo rapidamente retirados da circulagio,
principalmente por macréfagos do sistema reticuloendotelial. Ainda, como conseqiiéncia do
processo de falcizagdo, os eritrocitos falcizados aderem com muita facilidade ao endotélio
vascular, contribuindo para os episodios de vaso-oclusdo associados a essa doenga.(8)

Os fendmenos vaso-oclusivos acontecem principalmente em o6rgdos com circulagio
sinuosa, onde o fluxo de sangue ¢ lento ¢ a tensdo de oxigénio e o pH sdo baixos ( rim, bago,
medula 6ssea ) ou naqueles com um suprimento sangtiineo arterial terminal limitado ( olhos,
cabega do fémur ). A hipoxia decorrente da oclusio vascular gera infartos teciduais e
orgénicos e proporciona, principalmente, sinfomatologia de dor ou danos teciduais cronicos
irreversiveis em alguns érgdos. (21)

O curso clinico da doenga varia desde formas extremamente graves, com morte stbita
na infancia ou repetidas complicagBes, até casos com uma evolugio muito benigna, quase
isenta de manifestagdes clinicas. (33)

Essa variabilidade depende, em primeiro lugar, de determinantes ambientais; sdo
principalmente fatores de ordem socio-econdOmica, como acesso a assisténcia médica,
qualidade de alimentagdo, higiene, habitag3o e prevengdo de doengas infecto-contagiosas. O
processo de falcizagio esta também associado a tensio de oxigénio, concentra¢do intracelular
da Hb S, temperatura, e associagio com outras hemoglobinas e talassemias (21).

A influéncia de outras hemoglobinas sobre a polimerizagio da hemoglobina S ¢é
variavel. Vérios dos estados duplamente heterozigoto para Hb S e um segundo disturbio da

sintese de Hb sédo caracterizados por aberragdes clinicas e hematologicas que , até certo ponto,
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simulam as caracteristicas da anemia falciforme. Individuos homozigotos para hemoglobina
S tém sintomas mais graves do que aqueles duplamente heterozigotos para hemoglobina S e
hemoglobina C, que , por sua vez, sdo mais sintomaticos do que aqueles que tém hemoglobina
S e ou hemoglobina D ou hemoglobina Q Arab. (11)

A hemoglobina D € uma hemoglobina variante que possui mobilidade eletroforética
idéntica a Hb S em pH alcalino, podendo ser separada desta por eletroforese em agar pH 6,2
e também pode ser diferenciada por ndo provocar a falcizagéio dos eritrocitos, bem como por
ter solubilidade semelhante a Hb A . (21)

Por eletroforese em pH alcalino a posigdo da Hb D é ocupada por quase duas
dezenas de hemoglobinas variantes. Entre essas hemoglobinas variantes, cinco foram
classificadas como Hb D apesar de se diferenciarem bioquimicamente entre sii D Los
Angeles, ou Punjab, foi caracterizada como uma muta¢dio do residuo 121 da cadeia beta (
acido glutdmico ), sendo substituida pela glutamina - ou 121 gl —gln; D Bushman: B16
gli~»arg; D Ouled Rabah: B19 asn—lis; D Tran: B22 glu—gin; D Ibadan: B87 tre—lis.
Dessas mutantes, conhecidas por Hb D |, o tipo D Los Angeles, ou Punjab , ¢ o mais
prevalente, e sua freqiiéncia é proxima de 3% entre os habitantes do Noroeste da India. O
estudo de polipeptidios da Hb D ¢ insuficiente para diferencid-las bioquimicamente. Apenas
a analise dos aminodcidos do peptidio anormal é que permitird a identificacdo definitiva do
tipo de Hb D. Atualmente , com a utilizagdo da eletroforese de focalizagio isoelétrica tem
sido possivel diferenciar a Hb D da Hb S, bem como a Hb D Los Angeles da Hb D Iran,
entre outras que migram na mesma posicio em eletroforese alcalina de acetato de
celulose.(21)

A interagdo da Hb S com a Hb D foi descrita pele primeira vez por Itano, em 1951
(8), em uma familia caucasiana americana. A Hb D ¢é encontrada esporadicamente entre
Caucasianos, Algerianos, Iranianos e Chineses; nos Negros sua incidéncia € de 0,1 4 0,85%,
em Indianos a incidéncia varia de 2% nos Sikhs 1% nos Gujeratis. (31) Esta hemoglobina é
encontrada em quatro associagdes: a mais comum € a heterozigose simples AD. Existe ainda
a homozigose D, as associa¢des beta-talassemia — D e hemoglobinaSD.(2)

A associa¢io das hemoglobinas S e D ¢é causa freqilente de anemia moderada, do
tipo hemolitica. Dentre as associagbes de Hb S com Hb D foram identificadas
principalmente dois tipos de hemoglobinas D: A Hb D Punjab e a Hb D Ibadan A
associacdo entre Hb S ¢ a Hb D Ibadan, geralmente ndo mostra sinais de doenca

falciforme(27), ao passo que a associagdo entre Hb S e Hb D Punjab cursa com anemia
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hemolitica moderada e episodios de ictericia, dores Osseas e abdominais.
Hepatoesplenomegalia e ulceras em membros inferiores também podem estar presentes.(2)
Esta sindrome foi reconhecida em muitos individuos, a maioria de origem africana. Em cada
um destes individuos as caracteristicas clinicas e hematologicas foram as de anemia
falciforme leve. ( 11)

A Hb S representa importante problema de saide publica no Brasil. devido a sua alta
incidéncia na populagio. Como os estados heterozigotos, via de regra, nio sdo
diagnosticados pelos exames de rotina, o casamento entre os mesmos dio origerm a um
elevado nimero de homozigotos, condi¢io extremamente grave, que leva invariavelmente
seus portadores 4 morte precoce. (2)

Portanto a diferenciagdo entre anemia falciforme e a associagio entre HbS ¢ HbD & de
suma importéncia devido a absoluta diferenga prognostica.(2)

Partindo da observagdo clinica realizada junto aos pacientes falcémicos atendidos nos
servicos médicos especializados em Fortaleza (CE) que cursam com uma sintomatologia
mais leve, resolvemos investigar 32 destes pacientes, representando cerca de 20% do
universo de pacientes falcémicos do estado do Ceara, com o intuito de refazer a eletroforese
em pH alcalino (pH=8,6) e acrescentar a eletroforese em pH acido (pH =6,2), pois € sabido
que a hemoglobina D possui a mesma posi¢iio da Hb S em PH alcalino, entretanto diferem na
corrida em pH 6,2 (acido ), logo € possivel que pacientes portadores de hemoglobinopatia SD
tenham sido diagnosticados erroneamente como portadores de anemia falciforme (Hb S§S).
Portanto somente com a corrida em pH 6,2 (acido) podera dirimir esta davida tdo real.

O objetivo deste trabalho ¢ confirmar o diagnéstico inicial dos pacientes ou descobrir
uma nova e verdadeira condigdo hemoglobinica que justifique a presenca de anemia

falciforme com sintomas leves.
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MATERIAL E METODO

O desenvolvimento tecnologico para o estudo de proteinas, e em especial das
hemoglobinas, verificado na década de 80 e metade dos anos 90, tem permitido a realizacio
de diagnosticos laboratoriais cada vez mais sensiveis (21).

Dos exames laboratoriais possiveis de utilizagio em laboratorio para a identificagio de
hemoglobinas anormais, a eletroforese constitui-se da principal técnica.

Define-se como eletroforese a migragéo de particulas dotadas de cargas elétricas ( fons
ou grupo de ions ) quando colocadas em campo magnético. A migracio indica o sinal da
carga da particula. Este sinal sera oposto ao do pélo para onde ira migrar(13)

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Hemoglobina do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Estado do Ceara (HEMOCE)

A populagio analisada foi composta de pacientes portadores de anemia falciforme.
isentos de transfusdo sangiiinea a pelo menos dois meses antes da coleta do sangue e
atendidos no servico de hematologia do HEMOCE( 24 pacientes ) e no servigo de
Hematologia do Hospital Infantil Albert Sabim (H.I.A.S) ( 8 pacientes ), no periodo de 10 de
janeiro & 14 de fevereiro de 2000 .

Foi coletado de cada paciente 5 ml de sangue, usando como tubo coletor o vacutainer
da marca BD tendo como anticoagulante o EDTA.

Foram feitos de cada amostra dois hemolisados , um rapido usando saponina 1%(
usado para eletroforese em pH alcalino ), e outro hemolisado usando cloroformio ( usado
para eletroforese em pH acido ).

Os pacientes foram observados cuidadosamente para ndo terem suas amostras de
sangue coletadas caso tivessem recebido transfiisdo sangiiinea no periodo minimo de 3

meses.
PREPARACAOQO DOS HEMOLISADOS

Hemolisado para eletroforese em pH em fitas de acetato de celulose:
O hemolisado feito foi do tipo rapido , este procedimento técnico é recomendado para

estudo populacional (21).
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PROCEDIMENTO

Em placa de Kline misturou-se 20nl de sangue do paciente com 2 gotas de solugdo de

saponina a 1%.

Hemolisado para eletroforese em pH 4cido:

PROCEDIMENTO

Centrifugou-se 2ml de sangue do total da amostra a 1500rpm por 5 minutos; removendo-
se o plasma. Os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solugiio salina 4 0,85%. na ultima
centrifugac@o o sobrenadante foi desprezado.

Ao volume de eritrocitos lavados, adicionou-se o mesmo de agua destilada.
Homogeneizou-se e apos 15 minutos adicionou-se um volume de cloroféormio idéntico ao
hemolisado formado. Agitou-se vigorosamente o tubo com a mistura e apos 24 horas na
geladeira foi centrifugado novamente por 15 minutos & 2000rpm.

A solugdo de hemoglobina sobrenadante,ou hemolisado, foi retirada por meio de pipeta

pasteur ¢ transferida para frasco limpo .

ELETROFORESE

As eletroforeses de hemoglobinas , em especial as alcalinas, constituem-se na
principal técnica de identificagdo da maioria das hemoglobinas anormais.

Durante a eletroforese é importante o uso de , pelo menos, uma amostra controle, A
amostra usada como controle em pH alcalino foi de hemoglobina AS (trago falciforme) € a
amostra usada como controle em pH acido foi de hemoglobina AA (normal), pois é sabido

que a hemoglobina D possui a mesma posig¢ao da hemoglobina A em pH acido.
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Eletroforese qualitativa em acetato de celulose ph 8,0-9,0:

Na eletroforese em acetato de celulose PH 8,0-9.0 a hemoglobina é uma proteina
carregada negativamente, migrando em diregio ao polo positivo. Este método identifica as
hemoglobinas normais e grande parte das variantes. As diferentes mobilidades verificadas
entre as diferentes hemoglobinas com defeitos estruturais se devem as alterac3es de cargas
elétricas causadas por substitui¢Ses de aminodcidos de diferentes pontos isoelétricos ( pI).
@1)

Acetato de celulose € um meio de fracionamento de substéncias que se processa com
ligeireza e eficiéncia . As vantagens do acetato de celulose sdo as seguintes: (21)

A absorgdo das substincias analizadas se processa homogeneamente devido as suas
porosidades e composigiio quimica relativamente pura

Fracionamento rapido

Aplicagdo de pequenas quantidades de amostras sem perder a sensibilidade analitica

Transparentizagio
EQUIPAMENTO

Cuba de eletroforese e fonte geradora de voltagem

Tiras de acetato de celulose da marca celm(cellogel)

Papel absorvente

Aplicador de amostras
REAGENTES

Solugdo Tampdo: Tris-EDTA -Borato 0,025m pH 8,5
Tris (hidroximetil) Aminometano...............ocoovvovoeveoor oo 10,2¢g
Acido Etileno-Diamino-Tetracetico. ... 0,6g
ACIAO BOTICO............ . oooovoooeeoeeeee e 3,2¢
Agua destilada 8D e 1 litro

Solugdo corante : Ponceau
Ponceau S 0,5g
Acido THCIOTOACEHCO. .........roroovoeoe oo 5,0g
Agua destilada e8P e crevnnesansrensbnsanone e BERERERRN < e et s s e e eneerinans 100ml

Solugdo descorante
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Acido Acético GIacial.................. oo 100m|
Metanol............ccooi e p— 50ml
Agua destilada q.S.p.....coooovooooo e [ litro
PROCEDIMENTO

Colocar igual quantidade de tampio em cada compartimento eletrolitico da cuba de
eletroforese;

Embeber o acetato de celulose na solugdo tampio, previamente colocada em uma vasilha,
pelo menos durante 15 minutos.

Enxugar o acetato de celulose entre duas folhas de papel absorvente para remover o excesso
de solu¢io tampio;

Ajustar as tiras de acetato de celulose na cuba de eletroforese, deixando-as esticadas.
Verificar se as duas extremidades estio mergulhadas na solugio tampio de cada
compartimento da cuba;

Aplicar as amostras nas tiras de acetato de celulose (hemolisado com saponina & 1%, ou
solugdo de hemoglobina )a 2cm do compartimento do polo negativo ( catodo). Nio
esquecendo de aplicar o padrio ou amostra controle AS .

Passar 200 ou 300 volts por trinta ou vinte minutos, respectivamente;

Analisar o fracionamento, inicialmente sem corar;

Remover as tiras e corar com ponceau ( ou outro corante de proteinas ) por 10 minutos, no
minimo;

Transferir as tiras para a vasilha que contém solugio descorante, agitando-a cuidadosamente
por 3 a 5 minutos. trocar a solugdo descorante usada por outra limpa, e deixar as tiras por

tempo necessarios para clarea-las.




2.

(a)
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Eletroforese em Agar ph 6,2
O emprego da eletroforese em #gar ph 6,2 € especifico para diferenciar alguns tipos de

hemoglobinas mais lentas que a hemoglobina A, quais sejam: Hb S da Hb D e Hb C da Hb E,
que migram em posigdes similares em eletroforese  alcalinas. Por esta técnica as
hemoglobinas S ¢ C separam-se da Hb A, enquanto as hemoglobinas D ¢ E migram na
mesma posi¢io da Hb A .(21)
EQUIPAMENTO

Cuba de eletroforese fonte geradora de voltagem

Filmes de &gar acido para separagio eletroforética das hemoglobinas em pH 4cido da

marca celm ( celmgel )

Pipeta de 1nl
REAGENTES
Solu¢do Tampdo Fosfato pH 6,2
NA HPO .o 2,02g
NAHPO HO .o 7,662
Agua destilada Q.S oo 100ml
Solugio corante: Ponceau
Ponceau S ... Y- TO0 SOOI T~ R 0,5g
Acido TRCIOrOaCEHtIEO. ... .......vvove oo 5,0g
Agua destilada @.5.D ..ov.ovveveeeree e 1 litro
Solugdo descorante
Acido Acético Glacial.................cocooooooiooiiiieee 100mi
Metanol.........oooiii e 50ml

Agua destilada q.5.P.. ..o 1 litro
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PROCEDIMENTO

Retirar o gel do envelope e coloca-lo para cima

Retirar o suporte plastico e aplicar o hemolisado no pocinho, com auxilio de uma pipeta ou
capilar

Colocar a placa de gel de modo invertido na cuba entre o suporte. colocar o lado onde foi
aplicada a amostra do lado do polo positivo

Correr 90v por aproximadamente | hora

Retirar o gel e corar com ponceau S por 5 minutos e transferir para um recipiente com
solugdo descorante

Analisar o fracionamento
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RESULTADOS

TABELA 1- Perfil eletroforético dos 32 pacientes analisados em pH alcalino e acido
no periodo de 10/01/00 a 14/02/00 .

PACIENTES PADRAQO ELETROFORESE
pH ALCALINO (8,6) pH ACIDO(6.2)

ACPC Hb SS Hb SS
AL Hb SS Hb SS
CACS Hb SS Hb SS
CBN Hb SS Hb SS
DTA Hb SS Hb SS
EBLF Hb SS Hb SS
EBN Hb SS Hb SS
EFN Hb SS Hb SS
SEM Hb SS Hb SS
ERNS Hb SS Hb SS
FA Hb SS Hb SS
FA Hb SS Hb SS
FACP Hb SS Hb SS
FL Hb SS Hb SS
FAZ Hb SS Hb SS
FPS Hb SS Hb SS
ILS Hb SS Hb SS
RS Hb SS Hb SS
JAS Hb SS Hb SS
JNP Hb SS Hb SS
LOS Hb SS Hb SS
LOS Hb SS Hb SS
LSG Hb SS Hb SS
MAC Hb SS Hb SS
MES Hb SS Hb SS
MHSS Hb SS Hb SS
MLT Hb SS Hb SS
MNS Hb SS Hb SS
MSR Hb SS Hb SS
SAS Hb SS Hb SS
SWAM Hb SS Hb SS
TFO Hb SS Hb SS




TABELA 2-Demonstra¢io dos controles usados na eletroforese em pH alcalino 8,6

dos 32 pacientes analisados.

PACIENTES CONTROLE PERFIL

ACPC Hb AS Hb SS
AL Hb AS Hb S§
CACS Hb AS Hb §S§
CBN Hb AS Hb SS
DTA Hb AS Hb S§
EBLF Hb AS Hb SS
EBN Hb AS Hb S§
EFN Hb AS Hb S§
SEM Hb AS Hb SS
ERNS Hb AS Hb S8
FA Hb AS Hb S8
FA Hb AS Hb SS
FACP Hb AS Hb SS
FL Hb AS Hb SS
FAZ Hb AS Hb 8§
FPS Hb AS Hb SS
ILS Hb AS Hb SS
IRS Hb AS Hb SS
JAS Hb AS Hb S§
INP Hb AS Hb SS
LOS Hb AS Hb SS
LOS Hb AS Hb §§
LSG Hb AS Hb SS
MAC Hb AS Hb SS
MES Hb AS Hb SS
MHSS Hb AS Hb §5
MLT Hb AS Hb SS
MNS Hb AS Hb SS
MSR Hb AS Hb SS
SAS Hb AS Hb SS
SWAM Hb AS Hb SS
TFO Hb AS Hb SS
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TABELA 3 — Demonstracio dos controles usados na eletroforese em pH 4cido 6.2

do 32 pacientes analisados .

PACIENTES CONTROLE PERFIL

ACPC Hb AA Hb SS
AL Hb AA Hb SS
CACS Hb AA Hb SS
CBN Hb AA Hb S§S
DTA Hb AA Hb SS
EBLF Hb AA Hb SS
EBN Hb AA Hb SS
EFN Hb AA Hb S8
SEM Hb AA Hb SS
ERNS Hb AA Hb SS
FA Hb AA Hb SS
FA Hb AA Hb SS
FACP Hb AA Hb S§S
FL Hb AA Hb SS
FAZ Hb AA Hb SS
FPS Hb AA Hb S§
ILS Hb AA Hb SS
IRS Hb AA Hb S§
JAS Hb AA Hb SS
JNP Hb AA Hb S8
LOS Hb AA Hb SS
LOS Hb AA Hb SS
LSG Hb AA Hb SS
MAC Hb AA Hb S§S
MES Hb AA Hb §S
MHSS Hb AA Hb SS
MLT Hb AA Hb S8
MNS Hb AA Hb SS
MSR Hb AA Hb SS
SAS Hb AA Hb SS
SWAM Hb AA Hb S§S
TFO Hb AA Hb SS
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Figura  1- Demonstragdo da placa de pH acido da Celm contendo amostras de 7
pacientes comprovadamente falciformes. Corada com Ponceau § e mostrando como
controle a fragdo de hemoglobina AA (normal). A corrida foi feita do polo positivo para o

negativo,

Figura 2- Demonstracio da fonte geradora de voltagem e cuba eletroforética
apresentando fitas de acetato de celulose da marca Celm ,devidamente prontas para aplicagio
das amostras dos pacientes. Esta fonte eletroforética realiza eletroforeses tanto em pH

alcalino quanto em pH acido .
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DISCUSSAO

A incidéncia de distintos genétipos depende da freqiiéncia dos genes anormais da
populagio e a facilidade com que os portadores dos diferentes genes se entrecruzam(33).

Em nossa pesquisa ndo foram encontrados pacientes portadores das associagdes da
hemoglobina § com hemoglobina D, ou seja, hemoglobinopatia SD.

Os pacientes portadores de anemia drepanocitica com sintomatologia leve
possivelmente estd associado a um nivel elevado de Hb Fetal .

ZAGO, MA E COL (1979), demonstraram que a heterogeneidade dos niveis de Hb
Fetal de adultos normais ¢ determinada geneticamente; adultos “normais” podem ter niveis
claramente elevados de Hb Fetal ( acima de 3% ). A mesma heterogeneidade é observada em
pacientes com anemia falciforme, propiciando niveis decididamente elevados em alguns
pacientes.

ZAGO, M. A E COL (1993), relatou que o curso clinico da doenga falciforme varia
desde formas extremamente graves, até casos com uma evolugio muito benigna; citando pelo
menos 3 fatores genéticos importantes para determinagio da gravidade clinica: a)
concentracio de Hb Fetal ; b) o haplotipo associado ao gene Bs ; c) a presenca concomitante
de deficiéncia de genes de globinas o (o-talassemia). Os mecanismos de acdo desses fatores
genéticos ndo sdo completamente independentes, resultando, em parte, da redugdo da
concentragdo da Hb S no interior das hemacias, esta redugfio pode ser pela presenca de outra
hemoglobina ( Hb Fetal, por exemplo ), logo a tendéncia 2 falcizagio diminui e |,
consequentemente, a doenga tern menor prognostico.

NAOUM, P.C E COL (1997 ), descreve que embora consideravel quantidade de
informacdo esteja disponivel com respeito 4 fisiopatologia da doenca falciforme, ainda nio
temos uma boa explicagdo para a variabilidade clinica que ocorre com os seus portadores. E
conhecido que a gravidade clinica da doenga guarda relagio direta com a intensidade e a
freqiiéncia dos episodios de falcizagdo irreversivel e que é influenciada pela quantidade de
Hb Fetal na célula. Pacientes com niveis elevados de Hb Fetal, como na concomitante
persisténcia hereditaria de Hb Fetal, apresentam uma evolugio mais benigna da doenga,

devido ao efeito inibidor desta hemoglobina sobre a falcizagio.
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Nos 32 pacientes estudados neste trabalho ndo foi encontrada a presenca concomitante
da mutagio da hemoglobina S e D que poderia justificar as leves sintomatologias
observadas no ambito do acompanhamento clinico deste grupo de pacientes, Este fato é
facilmente explicado pela baixa freqiéncia de mutagio da hemoglobina D na populacio
negra, 0,1 a 0,85% relatado por OLIVEIRA(HP E COL (1998). Igualmente devemos
ressaltar a baixa densidade populacional da raga negra no Estado do Ceari. de ordem
historica, entretanto o trabalho além de confirmar todos os 32 pacientes como realmente
portadores da hemoglobinopatia SS conclui exoticamente pelo estabelecimento de uma nova
técnica na rotina do Laboratéric de Hemoglobina do Hemoce, o qual € referéncia no Estado
do Ceard, e que doravante podera desenvolver estudos eletroforético de rotina em pH alcalino

e acido para todos os pacientes portadores de hemoglobinopatia S.
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CONCLUSAO

Os pacientes analisados neste estudo (n = 32) apresentaram um perfil eletroforético em
pH alcalino 8,6 ( técnica tradicional ) de hemoglobina S$; tendo sido usado como controle ,
amostras de sangue com perfil eletroforético de AS (trago falciforme) .

EmpH 6,2 (dcido) todos os pacientes analisados (n = 32) exibiram igualmente um
padrio eletroforético de hemoglobina SS, tendo sido usado como controle amostras de
sangue com perfil eletroforético AA( hemoglobina normal) .

Portanto conclui-se que todos os 32 pacientes com hemoglobinopatia analisados por
ambas as técnicas de eletroforese, quer em pH 8,6 e pH 6,2, exibiram o mesmo fendtipo de
hemoglobina 8, confirmando com toda certeza o diagnéstico clinico de Anemia Falciforme.
Desfazendo assim a possibilidade real de se tratar de uma dupla heterozigose, no caso
hemoglobinopatia SD; suspeitada em face dos quadros clinicos leves exibidos por este grupo

de pacientes.
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SUMMARY

Purpose:  This study was done with the objective of realize a new eletrophoretic
avaluation, now in pH 6,2, of 32 pacients with sickle cell disease ofthe HEMOCE an
HIAS, to confirmate the initial simultaneous presence of sand D hemoglobin.

Methods: It was used two techiniques: eletrophoresis in alcalin pH (8,6) and
electrophoresis in acid pH (6,2). The electrophoresis in acid pH was wused to make
diferenciation between the Hb S and Hb D, because both ocupe the same position in
alcaline pH.

Results: A homogeneous eletrophoretic profile of hemoglobinopaty SS confirmed
in acid pH was found in all pacients studiad, remoring the possibility of simultaneos

presence of hemoglobin sand D inthe same person.
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