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PREFACIO

Em 1999 publiquei a segunda edicao do livro “Eletroforese.
Técnicas e Diagnodsticos” que foi editado e distribuido pela Livraria Santos
Editora Ltda. Passados dez anos dessa edicao que, inclusive, esgotou-se,
observei que a evolucdo cientifica e tecnoldgica desenvolvida no periodo
provocou muitas mudancgas. Apareceram novas tendéncias tecnoldgicas
relacionadas ao uso da eletroforese na investigacdao laboratorial de
inUmeras patologias, a biologia molecular tornou-se um meio eficiente
para diversos tipos de estudos, surgiram novos conhecimentos cientificos
especificos, fatos que alteraram muitos conceitos e interpretagdes. Por
essa razao estou propondo um novo livro sobre eletroforese,
completamente reformulado e atualizado. Optei por abordar somente as
relacdes entre eletroforeses com hemoglobinopatias, proteinas séricas,
lipoproteinas e DNA. Confesso que foi muito empolgante re-estruturar
completamente o tema eletroforese, e observei que cada vez mais é
possivel extrair dos seus resultados novas formas de investigagdes para a
pesquisa e para o auxilio no diagndstico médico de diversas patologias.

A participacao de novos colaboradores foi fundamental para a
adicao de assuntos recentes que certamente empolgarao o leitor.

Ao finalizar este prefacio nao poderia deixar de agradecer aos
meus colaboradores e a bidloga Magaly S. Moraes Moretti que com

extremo zelo e cuidado executou a datilografia deste livro.

Sdo José do Rio Preto, marco de 2010.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO A ELETROFORESE

A eletroforese € uma das técnicas analiticas mais importantes
a disposicdo da investigacao de proteinas, enzimas e DNA. Seu campo de
aplicacdo é extensivo as diversas especialidades em clinica médica e
pesquisas em biologia molecular, bioquimica, entre outras. A simplificacao
do seu uso e a melhoria de sua qualidade analitica tem permitido
resultados com excelentes graus de reprodutibilidade e sensibilidade, além
de torna-la cada vez mais difundida em laboratdrios prestadores de
servicos médicos.

Historicamente a eletroforese foi introduzida como meio de
auxilio ao diagnéstico clinico em 1937 pelo bioquimico sueco Arne
Tiselius quando publicou um trabalho cientifico relatando o fracionamento
das proteinas séricas. Naquela época as eletroforeses eram realizadas em
equipamentos similares as baterias de automodveis, em que as separacdes
das fracbes ocorriam em meio liquido. Esse tipo de eletroforese era
denominado por “eletroforese de fase liquida” e, por ser muito dificil e
onerosa, sua aplicacdo ficou restrita a aplicagdo cientifica em
reduzidissimo numero de instituicdes de pesquisas. Passados alguns anos,
Linus Pauling e colaboradores publicaram em 1949 na revista Science a
sua mais famosa descoberta - o fracionamento eletroforético da Hb S
usando a eletroforese em papel de filtro. Com esta descoberta foi
possivel estabelecer que a Hb S, causadora da doenca falciforme, era
transmitida geneticamente de pais para filhos e se caracterizava como
causa de uma doenca molecular. A eletroforese em papel de filtro apesar
do enorme tempo dispendido para fracionar proteinas, cerca de 12 a 18
horas de eletroforese, foi facilmente empregada no uso laboratorial para
analises clinicas especificas nos estudos de proteinas séricas, lipoproteinas
e hemoglobinas. Embora a eletroforese em papel apresentasse viabilidade
de uso em rotina laboratorial, o seu desempenho na separacao das
fracoes era de baixa reprodutibilidade e a quantificacao das fracoes era

dificultada pela impossibilidade de transparentizar o papel. Entretanto, em



1953, os imunologistas franceses Curtis Willians e Pierre Grabar
apresentaram um método eletroforético revolucionario para a época e que
permitia a separacao das fragdes proteicas associada com reacdes de
precipitacdo com seus respectivos anticorpos. O novo método foi
denominado por imunoeletroforese e se destacava dos outros por usar
uma fina pelicula de gel de agar espalhada sobre laminas de vidro como
suporte eletroforético. A adaptacao desse método para a eletroforese de
proteinas, enzimas, lipoproteinas e hemoglobinas foi um sucesso, pois
permitia a quantificacao por densitometria, com excelente resolugao de
reprodutibilidade e sensibilidade. O tempo de corrida eletroforética havia
diminuido sensivelmente para aproximadamente quatro horas. Apesar
disso, este tipo de eletroforese muitas vezes tinha o seu sucesso
comprometido pela eletroendosmose, um processo fisico-quimico que
interfere na corrida eletroforética em gel de agarose, e que tem influéncia
conforme o grau de impureza do agar utilizado. A base desse método,
inicialmente artesanal, foi padronizada a partir de 1970 e industrializada
como gel de agarose. Pelo fato do suporte do gel de agar ter medidas
reduzidas em comparagcao com a eletroforese em papel, o método passou
a ter a denominacao de eletroforese microzonal. Esse tipo de eletroforese
permitia a aplicacdo de varias amostras de soro, plasma, liquor ou
hemolisado de hemoglobinas num mesmo suporte de gel de agar,
situacdo que tornava a analise viavel economicamente para o uso na
rotina laboratorial. Outro avanco obtido pela eletroforese em gel de agar
foi a sensibilidade das avaliacdes quantitativas de suas fragdes, uma vez
gue se usava um suporte em laminas de vidro (2,5 x 7,0 cm ou 5,0 x 7,0
cm) para sustentar a pelicula do gel de agar. Esse conjunto formado por
lamina de vidro transparente e fragdes coradas, permitia excelente grau
de determinacao quantitativa por meio de um aparelho conhecido por
densitometro. A descoberta do gel de agar como meio eletroforético
estimulou pesquisadores a buscarem outras opcdes de géis. Por essa
razao foi descrito o método de gel de amido de autoria de Smithies em

1955, que foi considerada por longo periodo uma das técnicas padrdo para



analises de proteinas, hemoglobinas e enzimas. O tamanho dos poros de
gel de amido permitia a aplicagdao de grande quantidade de amostra,
porém o tempo de migracdo demorava entre 12 e 15 horas, além de
precisar de refrigeragdo para evitar que o gel fosse desfeito pelo calor
dispendido durante a eletroforese. Essa técnica foi muito usada em
estudos de hemoglobinopatias até os anos 70, quando foi substituida por
outros métodos mais faceis, rapidos e de boa sensibilidade analitica.

Neste mesmo periodo surgiu um novo tipo de gel conhecido
por acrilamida e que foi descrito por Raymond e Weintraub em 1959. Logo
a seguir surgiram adaptagoes e melhorias no método fato que possibilitou
o inicio da eletroforese em gel de poliacrilamida. Quimicamente esse gel é
o produto da polimerizacdo da acrilamida (mondémero) e da N, N’
metilenobisacrilamida (ou bisacrilamida). A formacao do gel de
poliacrilamida ocorre por um mecanismo de polimerizagao vinilica, com
auxilio de catalisadores. O polimero formado consiste de cadeias lineares
de poliacrilamida, que incorporam uma pequena porcdo de moléculas de
bisacrilamida, responsaveis pelo estabelecimento de ligagdes cruzadas
intercadeias desses compostos quimicos. A relacdao entre as quantidades
de acrilamida e bisacrilamida determina as propriedades fisicas do gel,
tais como densidade, elasticidade, transparéncia e o tamanho dos seus
poros. Geralmente os géis de poliacrilamida podem ser confeccionados na
presenca de sdédio-dodecil-sulfato (SDS), fato que permite o
fracionamento protéico altamente seletivo por meio do pH e do peso
molecular das proteinas em estudo. Apesar do alto grau de resolugao o
seu uso na rotina de analises de amostras é economicamente dispendioso,
por isso seu uso esta restrito a pesquisas cientificas.

Na busca de procedimentos praticos para a execugdao de
eletroforeses destinadas a pesquisa e rotina laboratorial fez com que em
1963 surgisse um novo método de fracionamento de proteinas e enzimas
e que tinha como suporte o acetato de celulose. Esse método publicado
por Graham e Grunbaum facilitou universalmente o uso da eletroforese

em laboratérios clinicos pela sua simplicidade e baixo custo, além de



permitir excelente grau de separacao e quantificacao das fracdes proteicas
ou enzimaticas. Esse método foi sensivelmente melhorado quando os
poros do acetato de celulose foram gelatinizados, surgindo dai o termo
celogel ou cellogel.

No inicio dos anos sessenta surgiu um outro método de
eletroforese que incluia na composicao do gel de agar ou de poliacrilamida
um novo produto conhecido por anfdlitos. Quimicamente os anfdélitos sao
acidos poliméricos sintéticos obtidos de poliaminoacidos, acidos
policarboxilicos ou acidos polissulfénicos. O uso de anfdlitos misturados a
géis de agar e poliacrilamida produz um gradiente de pH entre os pdlos
positivo (anodo) e negativo (catodo) que se dispde como se fossem faixas
milimétricas de pH em ordem crescente de pH, ex.: 6,0-6,1-6,2-
6,3...10,0-10,1, etc. Ao aplicar amostras que contém diferentes proteinas
com pHs especificos, elas reagem com o seu correspondente anfotérico e
se precipita no gel, por exemplo, uma determinada proteina com pH 6,8
se precipita na faixa anfotérica especifica de pH 6,8 (ou ponto isoelétrico -
pl) interrompendo o seu deslocamento eletroforético, enquanto que as
outras proteinas com pHs diferentes se deslocam eletroforeticamente até
encontrarem seus correspondentes anfotéricos ou ponto isoelétrico
especifico. Esse método recebeu o nome de eletroforese de iso-focalizacdo
e sua aplicagdo tem se expandido em pesquisas e rotinas de analises
laboratoriais de fracionamentos de produtos protéicos e enzimaticos
devido ao seu notavel grau de qualidade resolutiva.

Ainda sob o ponto de vista da evolugdo cronolégica dos
métodos eletroforéticos, uma série de tentativas foi realizada a partir do
inicio dos anos 80 com o objetivo de desenvolver processos
automatizados e eficientes de eletroforese. Em 1986, Lauer e Mc Manigill
publicaram um novo método denominado por eletroforese capilar e que se
caracterizava pela formacao de uma corrente eletrosmotica no interior de
um tubo capilar conectado a dois reservatérios contendo solugdes
tampoes, um deles representando o catodo e outro o anodo. O tubo

capilar, com comprimento varidvel entre 70 e 100 cm e diametro interno



de 75um tem sua parede interna revestida com um produto polimérico
gue a torna carregada negativamente quando submetida a corrente
elétrica de alta tensdao (> 500 volts). A corrente elétrica impulsiona
também os ions positivos a fluirem no interior do tubo capilar. Dessa
forma, a amostra submetida a este tipo de eletroforese se movimenta em
fluxo eletroendosmoético em direcao ao catodo (pdlo negativo).
Portanto, a amostra submetida a esse processo eletroforético tem suas
cargas elétricas interagindo com os ions positivos da solucao tampao, bem
como com os ions negativos da parede do tubo capilar. O fracionamento
das micelas formadas pelas diferentes proteinas, enzimas ou pedacos de
DNA sao identificadas por um detector com capacidade de realizar leituras
em comprimento de ondas varidveis entre 200 - 600 nm. Esse leitor
registra graficamente a posicao e a concentracao das fracdes analisadas.

Atualmente pode-se dividir os procedimentos eletroforéticos
em dois grandes grupos: manual e automatizado. No procedimento
manual se usa sistemas abertos que permitem a manipulacao quer seja
do acetato de celulose ou dos géis de agarose e poliacrilamida,
principalmente. Por outro lado, o procedimento automatizado pode ter
sistemas abertos ou fechados. As eletroforeses automatizadas com
sistemas fechados sao tecnologicamente muito avancadas e destinadas a
analises de grande nimero de amostras simultaneamente. Entretanto, os
meios eletroforéticos atualmente disponiveis, independentemente de
processos manuais ou automatizados e de sistemas abertos ou fechados,
quando bem padronizados e executados, fornecem resultados com
excelente nivel de resolucao (tabela 1.1).

De uma forma geral os métodos eletroforéticos disponiveis até
o presente tém pelo menos duas aplicacdes bem definidas:

1 - O fracionamento de proteinas, enzimas e hemoglobinas
gue permitem estabelecer relagdes entre concentracdes alteradas e/ou
posicionamentos anormais de fragcdes com patologias especificas;

2 - O fracionamento de segmentos de DNA previamente

submetidos a métodos de biologia molecular que permitem estabelecer



genodtipos e haplétipos de interesse clinico e antropoldgico, na resolucao
de casos de paternidade questionada e em medicina forense.

Enfim, a eletroforese € uma técnica que apesar de ter sido
descrita ha mais de 70 anos se mantém com métodos cada vez mais

sofisticados para o uso laboratorial na rotina e na pesquisa cientifica.

Tabela 1.1: AplicacOes e sensibilidade dos principais métodos

eletroforéticos.

Método Aplicacao Resolucao
Acetato de Celulose Rotina laboratorial Boa

Gel de Agarose Rotina laboratorial Boa

Gel de Poliacrilamida Pesquisa Excelente
Isoeletrofocalizagao “Screening(?)” e Pesquisa  Excelente
Capilar Eletro-Osmoética Rotina laboratorial Excelente

(1) Selecionamento de alteracdes proteicas ou enzimaticos.



CAPITULO 2: PRINCIPIOS FiSICO-QUIMICOS DA ELETROFORESE

Introducao

A explicacao fisico-quimica da eletroforese é relativamente
simples. Emprega-se corrente continua para separar os componentes do
sangue, urina, liquor e outras solugdes, aplicando uma corrente elétrica
aos mesmos; quanto maior a corrente, maior sera também a velocidade
com que se movera uma substancia em relagdo a outra que tem em sua
composicao maior numero de cargas elétricas positivas ou negativas nos
aminoacidos que compdem as moléculas de proteinas ou de enzimas.
Desta forma, os componentes com cargas elétricas equilibradas,
permanecerao parados, enquanto que outros componentes mais
carregados eletricamente se moverao em direcao ao eletrodo de carga

elétrica oposta, conforme o esquema abaixo:

- + Campo Elétrico
-+
-+
+ + :
+ - |
L
— \ +
Eletrodo negativo Aplicacdo da Eletrodo positivo
(Catodo) amostra (Anodo)

Os principios da eletroforese tém por base os conhecimentos
da quimica de proteinas e dos fatores fisicos que determinam a
movimentacao de moléculas num campo elétrico. Denomina-se por campo

elétrico o conjunto de sistemas que permite a movimentacao de



substancias eletricamente carregadas. Resumidamente o conjunto de
sistemas € composto por:

1. Suporte de fracionamento: acetato de celulose, gel de agarose, gel

de poliacrilamida, tubos capilares, etc.

2. Cuba de eletroforese: equipamento composto por dois

compartimentos, um com polaridade negativa (catodo) e outro com
polaridade positiva (anodo), os quais sao preenchidos com solugao
tampao.

3. Fonte de voltagem: equipamento que transforma corrente alternada

em continua e permite regular a intensidade da corrente,
geralmente controlada por meio da voltagem ou da amperagem.
Esse equipamento determina a polaridade (- ou +) dos
compartimentos eletroliticos da cuba de eletroforese.

4. Solucao tampao: composto por agua, sal basico e sal acido. Quando

o sal basico é forte (ex.: Tris-hidroximetil aminometano) e o sal
acido é fraco (ex.: acido boérico), o tampao se torna alcalino, com pH
geralmente entre 8,0 a 9,5. Quando o sal acido é forte (ex.: acido
citrico) e a base é fraca (ex.: fosfato de sédio dibasico anidro), o
tampdo se torna acido, com valores de pH situados entre 5,0 e 6,0.
A solugdo tampdo tem concentracdo especifica para cada tipo de
eletroforese e é dada pelo grau de sua molaridade (M). Essa
concentracdo molar também é conhecida por “forca idonica” do

tampao.

O esquema a seguir € uma representacdo do conjunto de

sistemas que compdem a eletroforese:



Cuba Cuba

eletroforética eletroforética
(catodo) = I —  (é@nodo)
Eletrodo = Suporte = Eletrodo
R = (gel, acetato, etc) = 'S
— +
Fonte de
voltagem

A separacao de fracdes (ou fracionamento) de substancias
proteicas ou enzimaticas no sistema eletrofrético somente é possivel pelo
fato dos aminoacidos que as compdem serem carregados eletricamente. O
exemplo a seguir ilustra dois aminoacidos, um com carga negativa

excedente (acido aspartico) e outro com carga positiva excedente (lisina).

NH*, | —C — | COO " NH*, | = C — | coo-
| |
CH, CH,
| |
ch
|
CH,
|
o
Acido Aspartico Lisina

As proteinas, como se sabe, sao formacdes de polimeros

constituidos por centenas de aminoacidos, dispostos conforme as



especificidades das sinteses genéticas para cada tipo de proteina ou de
enzima. Esses polimeros de aminoacidos interligados podem ser
hidrolisados quimicamente em pequenos pedacos de diferentes tamanhos
e que sao denominados por peptideos. O exemplo a seguir é a
representacdo de uma proteina hipotética com aminoacidos positivos (e),

negativos (e) e neutros (o).

CU% Forma polimérica longitudinal
oe ,
eleXy

Qo0

Q@
Qe

Estrutura 3D de

: | OO INOC 00 066 OO0 60 00 O
uma proteina

Peptideos com diferentes tamanhos

Por essa razao os grupos amino (NH*3) e carboxil (COO") sao
reconhecidos como grupos polares devido a sua capacidade de expor suas
cargas elétricas. Para ilustrar a importancia dos aminoacidos no processo

do fracionamento protéico consulte a tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Listagem dos aminoacidos de acordo com suas

caracteristicas quimicas, fisicas e genéticas.

Aminoacido Bases Nitrogenadas pI % nas proteinas
Glicina (1) GGT-GGC-GGA-GGG 5,9 7,5
Alanina (1) GCT-GCC-GCA-GCG 6,0 9,0
Valina (1) GTT-GTC-GTA-GTG 5,9 6,9
Leucina (1) TTA-TTG-CTT-CTC 5,9 7,5
Isoleucina (1) ATT-ATC-ATA 6,0 4,6
Prolina (1) CCT-CCC-CCA-CCG 6,4 4,6
Serina (2) AGT-AGC 5,6 7,1
Treonina (2) ACT-ACC-ACA-ACG 5,8 6,0
Cisteina (2) TGT-TGC 5,0 2,8
Metionina (2) ATG 5,7 1,7
Asparagina (2) AAT-AAC 5,4 4,4
Glutamina (2) CAA-CAG 5,6 3,9
Fenilalanina (3) TTT-TTC 5,4 3,5
Tirosina (3) TAT-TAC 5,6 3,5
Triptofano (3) TGG 5,8 1,1
Ac.Aspartico (4) GAT-GAC 2,7 5,5
Ac.Glutamico (4) GAA-GAG 3,2 6,2
Lisina (5) AAA-AAG 9,7 7,0
Arginina (5) AGA-AGG 10,7 4,7
Histidina (5) CAT-CAC 7,5 2,1

(1) Hidrofébico ndo polar; (2) Hidrofilico e polar; (3) Aromatico; (4) Acido; (5) Basico;

pI (ponto isoelétrico)

A analise da tabela 2.1 permite concluir que a maioria dos
aminoacidos tem pI proximo da neutralidade (entre 5 e 7), mas que ao se
juntarem em polimeros protéicos ou enzimaticos tornam essas moléculas
geralmente carregadas negativamente. Por essa razdao, o sistema
eletroforético usado para a maioria das analises é o tipo alcalino.

Em solucdo tamponada os aminoacidos se comportam como
eletrélitos e carregam uma carga positiva (+) ou negativa (-) dependendo
do pH da solucao tampao usada. Em um meio alcalino (pH maior que 7,0)
0s aminoacidos se tornam negativamente carregados por se comportarem

como um acido (doam seu ion H* ao excesso de OH- da solucdo para
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formar agua). Em uma solucdo acida (pH menor que 7,0) os aminoacidos
se tornam positivamente carregados, agindo como uma base (aceitam ion
H* da solucdao). Por sua vez, em uma solucdo neutra os aminoacidos
adquirem um estado de equilibrio formando ion dipolar por carregarem
cargas negativas e positivas, ao mesmo tempo; a este estado se da o

nome de “zwiterion”, ou ion dipolar:

H
I

NH*; = C = COO- (ion dipolar)
I
R

O ponto isoelétrico (pI) é a denominacdo que se da a um
estado do aminoacido em que suas cargas positivas e negativas estdo em
equilibrio. Um pI baixo, por exemplo, indica que a proteina ou aminoacido,
tem mais cargas negativas. Por essa razao a escolha do pH do tampao

tem muita relacdo com o pI da proteina analisada (tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Relagao entre pI de proteinas e pH de solugao tampao.

Tipos de Proteinas pI pH do tampao

Albumina 4,9 8,0a9,0
Hemoglobina 6,8 8,5a9,5
Globulinas 7,0 8,0a9,0
Lisozina 11,0 5,0a 14,0

As proteinas sdo, portanto, estruturas com diferentes graus de
complexidade e por essa razao o fracionamento eletroforético ndo pode
ser o mesmo para todas elas. A complexidade protéica pode ser avaliada
pela sua disposicao especial e que permita agrupa-las em quatro tipos de

estruturas: primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. Por essas razdes
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ha tampdes com sais e molaridades especificas para cada tipo de proteina

ou de enzima que se pretende fracionar.

A migracao eletroforética

O termo eletroforese é usado para descrever a migracao de
uma particula carregada sob a influéncia de um campo elétrico. Sob
condicOes de corrente elétrica constante, a forca de deslocamento de uma
particula é o produto de sua carga efetiva, do potencial de gradiente
(molaridade do tampdo) e da resisténcia do meio que é usado como
suporte (agar, acetato, gel capilar). Esse conjunto de influéncias pode ser
exemplificado com as hemoglobinas A e C em eletroforese alcalina. Nesse
exemplo sera usada uma corrente elétrica constante em volts (ex.: 300
volts), com variagao da carga efetiva da Hb A e da Hb C que sao
diferentes (a Hb C tem menos carga negativa que a Hb A). Por outro lado
serd mostrado o que ocorre com variacdes na molaridade do tampao

usando um mesmo suporte — o acetato de celulose.

1 - Situacao Padrao

— T +
300 volts

v

aplicacao
Tampao: TEB, pH 9,0/0,04M
Suporte: Acetato de Celulose

Tempo: 20 minutos
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2 - Situacao com variacao da molaridade.

y

- , .

aplicacdo 300 volts

Tampao: TEB, pH 9,0/0,02M
Suporte: Acetato de Celulose

Tempo: 20 minutos

Comentario: Na situacdo 1 usou-se os procedimentos padroes e a
separacao entre as fragoes de Hb A e Hb C foi de 3 cm. Na situagao 2 o
tampao TEB foi diluido com diminuicdo de sua molaridade (0,04 M -
0,02 M). Esse fato permitiu que as fragdes de Hb A e Hb C se deslocassem
com maior velocidade e aumentasse o tamanho da separagao entre si
para 3,5 cm e ambas ficassem mais espalhadas com perda de qualidade
analitica.

Fisicamente, a mobilidade eletroforética m é definida como a
distancia d percorrida num tempo t por uma particula sob influéncia de

um potencial de gradiente E, conforme a seguinte formula:

tE

Desta forma, as distancias de migracdes entre fracdes podem
ser medidas proporcionalmente, para experimentos diferentes, desde que
os produtos tE sejam iguais em todos os casos. Experimentos em que se
conservam todas as condicdes basicas porém com o dobro da voltagem e
o tempo de eletroforese reduzido a metade, poderdao resultar numa
migracdo com a mesma distancia. Entretanto, esta relagcdao é apenas

aproximada devido a influéncia de varios fatores que incluem,
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principalmente, o efeito do calor gerado pelo aumento de voltagem. O
calor eletroforético € um processo termodinamico, ou seja, ele ocorre
devido a movimentacao de moléculas num determinado meio diversificado
e que inclui tipos de suporte e tampao, distancia entre os eletrodos,
miliamperagem e quantidade de amostra aplicada. Se mantivermos
constante o tampao, a distancia entre os eletrodos, miliamperagem e
quantidade de amostra, e variarmos apenas o suporte, o acetato ou gel de
agarose a 1%, observaremos que no acetato a geragao de calor € menor
gue no gel de agarose. Esse fato se da devido a espessura do gel e as
malhas microscopicas de proteinas do agar que resultam no efeito de
eletroendosmose. O calor intenso pode degradar as proteinas ou enzimas
que se pretende fracionar ou, até mesmo, derreter o gel de agarose. Por
essas razoes a eliminacao do calor gerado pela passagem da corrente
elétrica no meio de separagdo (suporte) € um dos maiores problemas em
alguns tipos de eletroforese. O resfriamento que se faz em alguns tipos de
equipamentos de eletroforese, ou mesmo a sua colocagao num
refrigerador, resultara na formagao de um gradiente de temperatura entre
aquelas partes que foram melhor resfriadas e outras que nao receberam o
mesmo teor de resfriamento. Devido a esta distribuicdo heterogénea,
qualquer gradiente de temperatura, ou diferenca de temperatura, causara
a distorcao nas bandas de moléculas separadas devido as variagdes nos
deslocamentos das fragdes. Para minimizar estes efeitos, se aconselha o
uso de fontes geradoras de energia que tenham o controle ndo s6 da
voltagem, mas também da miliamperagem. O controle por meio da
miliamperagem é mais eficiente para eletroforeses em géis de agar e
poliacrilamida.

Como ja foi mencionado antes, se refere a eletroforese como
uma técnica que produz movimento de ions através de um suporte
estabelecido: gel de agar ou agarose, gel de poliacrilamida, acetato de
celulose e eletroforese capilar. A troca idnica entre as particulas
analisadas (proteinas ou enzimas) e os grupos eletricamente carregados

gque compdem o suporte, por exemplo, as malhas protéicas do agar, ou as
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particulas do gel de silica dos capilares, ou as fibras do gel de
poliacrilamida, principalmente, gera um movimento elétrico de baixa
intensidade em direcao oposta ao sentido da eletroforese. Esse

movimento elétrico intrinseco é denominado por eletroendosmose.

A eletroendosmose

A eletroendosmose é um fenémeno fisico-quimico que “atrasa”
o desenvolvimento eletroforético e contribui para elevar a intensidade de
calor, ou efeito termodinamico, da eletroforese. O movimento elétrico
caracterizado de baixa intensidade tem muita influéncia no sucesso de um
fracionamento eletroforético. A eletroendosmose €& desprezivel nas
eletroforeses em acetato de celulose, porém tem significativa importancia
quando se usa géis de agar, agarose, silica e poliacrilamida. A intensidade
do efeito eletroendosmético tem relacdo direta com a qualidade ou pureza
do agar e da silica utilizada. Quanto mais puro e menos ionizavel o gel
usado, menor sera o efeito eletroendosmotico. O fluxo é definido pela

seguinte férmula:
€C
4 tn

v = velocidade

= constante elétrica

m

viscosidade do tampao

n
¢ = zeta potencial
E

voltagem ou miliamperagem (mA)
O efeito eletroendosmético tem influéncia do grau de pureza

do agar, da silica ou acrilamida, bem como da espessura dos géis, pois

guanto mais espesso o gel, maior serd a eletroendosmose. Na sequéncia
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da avaliacao deste efeito deve ser considerado a concentracao do tampao,
ou a sua molaridade. Por fim, o melhor controle do grau da
eletroendosmose se faz por meio do consumo elétrico dado pela
miliamperagem. Esse controle se faz fixando a miliamperagem, por
exemplo, 150 volts/32 mA; se ocorrer a elevagao da mA (ex.: 220
volts/50 mA), desde que mantido a concentracdao do tampao, a
eletroendosmose estara se elevando devido ao gel e, assim, a espessura e

a qualidade de pureza do agar ou da silica deverao ser checados.
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CAPITULO 3: TIPOS DE ELETROFORESES

Acetato de Celulose

O acetato de celulose é um éster produzido pela reacdo da
celulose, extraida e purificada da polpa de madeira, com anidrido acético e
acido acético, na presenca catalisadora do acido sulfurico. Este produto foi
inicialmente usado na fabricacdo de filmes fotograficos e na industria
téxtil. Por volta dos anos 50 do século passado as indUstrias de cigarros
passaram a usar o acetato de celulose na confeccao de filtros de cigarro
devido a sua distribuicdo homogénea de poros de absorcdo. No ano de
1958 o pesquisador J. Kohn publicou um artigo que relatava a aplicagao
da membrana de acetato de celulose como meio de separagao e
fracionamento de proteinas do soro. Em seu artigo o autor listava varias
qualidades da membrana do acetato de celulose para o uso eletroforético,
com destaques para:
a) absorcao uniforme das proteinas;
b) minimas quantidades de material para serem aplicadas;
c) caracteristicas fisico-quimicas bem definidas e
proporcionadas pela homogeneidade dos microporos;
d) material de relativa pureza e neutralidade quimica;
e) possibilidades de transparentizacao para leitura
densitométrica e arquivamento por longo periodo de

tempo.

Por todas essas razdes o acetato de celulose passou a ser
destinado as anadlises de proteinas, lipoproteinas, isoenzimas, e
hemoglobinas. Além disso, substancias com baixo peso molecular como os
aminoacidos, peptideos, nucleotideos, etc. também podem ser fracionadas
por eletroforese de acetato de celulose.

Por causa das vantagens listadas acima o uso do acetato de

celulose é muito difundido tecnicamente em laboratoérios clinicos.
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Gel de Agar ou Agarose

O &gar, também conhecido por agar-agar € um hidrocoldide
extraido de diversos géneros e espécies de algas marinhas vermelhas que
consiste de uma mistura heterogénea de dois polissacarideos, a agarose e
a agaropectina.

O agar é insoluvel em 4&gua fria, porém expande-se
consideravelmente e absorve uma quantidade de agua de cerca de vinte
vezes o seu proprio peso, formando um gel ndo-absorvivel, nao
fermentavel e atdoxico. Possui em sua composicao principalmente fibras,
sais minerais (P, Fe, K, Cl e I), celulose, anidrogalactose e uma pequena
quantidade de proteinas. E justamente essa quantidade de proteinas,
associada a densidade das fibras formadas pela polimerizagcdao das
subunidades de galactose, que causam o fenOmeno eletroendosmoético ou
eletroendosmose. Dessa forma, a utilizacdo do gel de agar (a agarose)
como meio de fracionamento eletroforético de substancias proteicas e
enzimaticas, tem seu sucesso relacionado com o grau de pureza do agar
utilizado para este fim.

A consisténcia do agar na forma coloidal por meio do uso de
solugbes tampdes apropriadas € muito firme a partir de concentragdes
acima de 1%.

A sua operacionalidade é de baixo custo quando se produz o
gel de agar no proéprio laboratorio. Por outro lado, o custo se eleva
consideravelmente se o gel de agar tem proveniéncia industrial.
Independentemente da origem, o resultado do fracionamento
eletroforético em gel de agarose é considerado muito bom.

O gel de agar pode ser utilizado para andlises de rotina
laboratorial direcionada ao fracionamento de proteinas, lipoproteinas,
enzimas e hemoglobinas, bem como em pesquisas cientificas,
notadamente em biologia molecular para separacao de fragmentos de
DNA.
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Gel de Poliacrilamida

O gel de poliacrilamida aplicavel a eletroforese foi descrito
originalmente em 1959 por Raymond e Weintraub com o objetivo de
fracionar macromoléculas. Quimicamente, o gel é o produto da
polimerizacdo da acrilamida (monémero) e da metilenobisacrilamida, que
participa da reacao como co-mondmero de ligagdes cruzadas.

A formacao do gel ocorre por um mecanismo de polimerizagao
vinilica, com o auxilio de catalizadores. Utiliza-se tradicionalmente a
ribofavina (vitamina B2) como catalizador fotoquimico ou o persulfato de
amonio, um catalizador quimico. Nos dois casos esses catalizadores
participam da geracao de radicais livres, contando com a participagao de
uma amina terciaria a N, N, N’, N’ tetrametilenodiamina (TEMED). Na
catalise fotoquimica é necessaria a presenca de luz e de tracos de
oxigénio para a formacao dos radicais. Na catalise quimica, ao contrario, o
oxigénio funciona como um inibidor. Também é aconselhavel, nesse caso,
gue a polimerizagao seja realizada ao abrigo da luz.

E importante destacar que a eletroforese em gel de
poliacrilamida permite o fracionamento por meio de dois processos, ou
seja, a proteina ou enzima é separada por meio da sua carga elétrica (ou
ponto isoelétrico) e pelo seu tamanho (ou peso molecular). Para tanto, a
preparagao do gel de poliacrilamida pode ser individualizada para
diferentes faixas de peso moleculares de substancias a serem submetidas
a esse processo. Essa individualidade analitica é determinada por meio da
concentracao do gel, definida como T (%). Por exemplo, para um gel com
T de 5% os poros apresentam um didmetro médio de 20 nanOmetros e
que permitem a passagem de proteinas com pesos moleculares entre
150.000 e 200.000 daltons (tabela 3.1).

Sdo inumeras as variagcdes que se permite fazer usando o gel
de poliacrilamida. Por exemplo, ao usar o sistema de tubos ou cilindros é
possivel preparar um gel com porosidade heterogénea, ou seja, a parte

superior do gel com concentragao menor (ex.: 7%) e que permite a
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passagem de proteinas grandes (PM entre 150.000 e 200.000) através de
seus poros, € na parte inferior o gel com concentracao maior (ex.: 12%)
gue permite a passagem de proteinas menores (PM entre 10.000 e
80.000). Esse tipo de gel é conhecido por gel de empilhamento.

Outras variacoes técnicas incluem o uso de sodio-dodecil-
sulfato (SDS), um detergente que desnatura a proteina em seus
polipeptideos formadores. Enfim, por ser uma técnica para multiplas

adaptacdes, o seu melhor uso é para fins cientificos.

Tabela 3.1 - Relacao entre a concentracao do gel de poliacrilamida e a

faixa de pesos moleculares das proteinas a serem

separadas.
Concentracgao do gel Faixa de P.M.
(T %)
3-5 > 200.000
5-10 150.000 a 200.000
10 - 12 80.000 a 150.000
12 - 15 10.000 a 80.000
> 15 < 10.000

Focalizacao Isoelétrica

A eletroforese de focalizagdo isoelétrica (EFI) € um método
idealizado especificamente para o fracionamento de espécies moleculares
(proteinas, enzimas, DNA, peptideos, etc.) somente por suas cargas
elétricas. Dessa forma, esse método permite que cada proteina migre
para sua posicao correspondente de acordo com o seu ponto isoelétrico,
concentrando-se em zonas ou faixas a medida que a espécie molecular
analisada alcancga essa posicao de pH estabelecido.

A EFI se caracteriza pelo uso de um suporte de gel (agar ou

poliacrilamida) que tem em sua composicdo a adicdo de substancias
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anfotéricas, ou anfdlitos, que se distribuem em faixas de pH graduais
dispostas em zonas milimetricamente estabelecidas ao longo do gel entre
o anodo e o catodo. Essa distribuicdo organizada por zonas € conhecida

por gradiente de pH (figura 3.1).

-+

A

Faixa de pH 11 (11,0 a 11,9)

Faixa de pH 10 (10,0 a 10,9)

Faixa de pH 9 (9,0 a 9,9)

Faixa de pH 8 (8,0 a 8,9)

Faixade pH 7 (7,0a 7,9)

Faixa de pH 6 (6,0 a 6,9)

Figura 3.1 - Esquema representativo das faixas de pH 6,0 a 11,0 obtido
por meio do uso de substancias anfotéricas adicionadas ao gel (agar ou
poliacrilamida) que distribuem o gradiente de pH. Uma proteina (ex.:

Hb A) que tem seu pI = 6,8 se precipita ao alcancar a faixa de pH 6,8.

Quando a EFI foi introduzida, inicialmente destinada a
pesquisas cientificas e depois adaptada para determinadas rotinas de
fracionamento, usava-se a alta voltagem (>500 volts) com excessivo
dispéndio de energia devido ao efeito termodinamico produzido pela
eletroendosmose. Assim, o suporte eletroforético necessitava de
refrigeracdo para evitar que o gel se derretesse. Atualmente é possivel
realizar a EFI com voltagem abaixo de 400 volts. A qualidade da
separacao de fracoes é superior a qualquer tipo de eletroforese (figura
3.2) porém seu alto custo e necessidade de pessoal especializado para
executa-la e interpreta-la, torna seu uso restrito a pesquisas cientificas.
Atualmente no Brasil a EFI tem importante uso no rastreamento de

hemoglobinopatias em sangue de recém-nascidos, cuja andlise tem a
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curiosa denominacdo de “teste do pezinho” - devido a obtencdao de
sangue por puncao no pé do recém-nascido. Detalhes técnicos-especificos

sobre EFI serdo dados no capitulo das técnicas eletroforéticas.

L B
==
el

Figura 3.2 - Fracionamento de hemoglobinas AA (1 e 2), CC (4) e L-
aminoacido oxidase (3) por EFI de alta resolucdo. Observe a densidade
das fracOes focalizadas em seus gradientes especificos. Nas hemoglobinas
AA é possivel visualizar fragdes rapidas indicativas das hemoglobinas
glicadas. Na hemoglobina CC é possivel ver uma fracao glicada da globina
beta C. Os desmembramentos das Hb A e Hb C obtidos nesta figura foram
induzidos pelo aquecimento a 50°C, por 60 minutos, das solucdes de

hemoglobinas diluidas em tampao fosfato M/60, pH 7.4.

Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar € um método proveniente do alto nivel
tecnoldogico obtido pelos progressos da informatica e da pureza de
materiais - os tubos capilares. Foi descrita pela primeira vez por
Jorgenson e Lukacs em 1981. A busca incessante de materiais de extrema
qualidade pelos seus autores permitiu construir tubos com didmetros

internos extremamente pequenos (na faixa de 15 a 100um) com alta
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eficiéncia na separacdo de fracdes moleculares e com melhor dissipacao
de calor.

Na eletroforese capilar € possivel empregar diversos modos de
separacdo, cada qual com seu mecanismo e seletividade caracteristicos:
eletroforese capilar de zona, isotacoforese capilar, focalizacdao isoelétrica
capilar, eletroforese capilar em gel e eletrocromatografia capilar. Entre
todos esses tipos especificos a de maior destaque é a eletroforese capilar
de zona, inclusive porque é a mais utilizada para o fracionamento de
hemoglobinas e proteinas séricas.

Na realidade a eletroforese capilar de zona obteve a
preferéncia entre outros tipos de fracionamento capilar por sua
simplicidade e otimizagao. Basicamente nesse tipo de eletroforese a
migracdo de espécies moleculares ocorre pela combinacdo dos efeitos dos
fluxos eletroendosmoticos e eletroforético que sdo gerados quando o
campo elétrico é aplicado. Na maioria das eletroforeses capilares por
zona, o tubo capilar é revestido internamente por gel de silica e, por essa
razao, ocorre o fluxo eletroendosmoético com maior forga elétrica que o
proprio campo elétrico. Esse fendmeno fisico-quimico acontece quando, ao
passar uma solucao do tampao alcalino, formam-se duas camadas
elétricas distintas, ou seja, uma camada fixa e compacta dada por meio
de cargas negativas da prépria constituicdo do gel de silica, e outra
camada movel e difusa no sentido catddico (pdlo negativo) promovido
pelo fluxo eletroendosmoético. Desta forma, cria-se uma diferenca de
potencial muito préxima da parede do capilar que é conhecida como
potencial zeta, sendo este potencial dependente da carga da superficie
na parede do capilar.

Quando o campo elétrico é aplicado, forcas elétricas atuam
nas cargas da camada difusa. Com isto, os ions arrastam moléculas de
agua, formando um fluxo que é direcionado para o catodo ou podlo
negativo, enquanto a parede do capilar permanecer negativa. A
magnitude do fluxo eletroendosmadtico pode ser expressa em termos de

velocidade ou mobilidade segundo as seguintes equacodes:
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Veeo = (¢ &/n) E
Mreo = € &/N
V: velocidade, M: mobilidade, FEO = fluxo endosmético, ¢: constante

dielétrica, ¢ = potencial zeta, n: viscosidade, E: potencial elétrico aplicado.

As técnicas disponiveis para eletroforese capilar podem
diferenciar conforme o equipamento escolhido. Por essa razdo, a
introducao da amostra no capilar pode ser feita através de duas técnicas
diferentes. Na injecdo hidrodinamica, utiliza-se a aplicacao de pressao ou
vacuo no sistema, por um determinado periodo de tempo, fazendo com
gue uma pequena quantidade de amostra entre no capilar. Na injecao
eletrocinética, um campo elétrico é aplicado no frasco da amostra,
causando a migragao dos componentes da amostra para o interior do
capilar.

O fracionamento de espécies moleculares da eletroforese
capilar é visualizado por meio de grafico que expressa com excelente grau
de resolugao os picos referentes a cada fragao separada. Diferentemente
da cromatografia, a ndo existéncia de fase estacionaria diminui o efeito de
alargamento, causado pela transferéncia de massa entre as fases
estaciondria e médvel. Outro motivo da alta eficiéncia da separagao por
eletroforese capilar é que a aplicagdo de voltagem ao sistema, e ndo de
pressao, evita gradientes de velocidade ao longo da parede do capilar.
Desta forma, o fluxo eletroendosmético é gerado uniformemente ao longo
de todo o capilar e migra de forma segmentada, diminuindo o
alargamento dos picos.

O sistema de deteccao mais usado na eletroforese capilar é o
UV-VIS, porém devido ao pequeno caminho éptico do capilar, a principal
desvantagem deste tipo de deteccdo é a sua baixa sensibilidade. Como os
equipamentos em geral sdao equipados com este detector, dependendo do
tipo de amostra, é necessario o uso de detectores mais sensiveis, como
por exemplo, amperométricos, de condutividade, de fluorescéncia, ou de

espectrometria de massa. As figuras 3.3 e 3.4 mostram esquemas
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relativos ao campo elétrico

do tubo capilar e o diagrama geral da

eletroforese capilar.

Figura 3.3: Diagrama do campo elétrico da Eletroforese Capilar.
Fonte: SEBIA - CP 8010 Lisses — 91008 EVERY Cedex - France

Figura 3.4: Diagrama do tubo capilar com a migragao protéica no campo

elétrico e a resisténcia da forca EOF (Fluxo Eletro
Endosmotico).

Fonte: SEBIA — CP 8010 Lisses — 91008 EVERY Cedex - France

26



CAPITULO 4: REVELACAO E QUANTIFICACAO DAS FRACOES
SEPARADAS POR ELETROFORESES

Introducao

Proteinas, lipoproteinas, enzimas e DNA, apods terem sido
fracionados eletroforeticamente, devem ser revelados para analises. A
revelacdo € geralmente quimica, enquanto que a quantificagcdo tem por
base processos fisicos capazes de avaliar as concentracdes das diferentes
fracdes. As proteinas com pigmentos corados naturalmente, como sao os
casos de hemoglobinas e citocromos, podem ser visualizados previamente
sem a utilizacdo de corantes, porém, para melhor qualidade analitica,
ambas devem ser coradas e descoradas.

Os corantes, em geral, tém alto grau de reagdo quimica com o
produto que se quer corar (ex.: proteinas, enzimas, etc.) e também com o
meio utilizado para o fracionamento (ex.: acetato de celulose, gel de agar
ou agarose e gel de poliacrilamida). Entretanto a fixacdo do corante é
mais intensa com o produto e menos intensa com o0 meio usado para o
fracionamento. Por essa razao, apds o procedimento da coloragao, que
geralmente demora poucos minutos, se usa solugdes descorantes
necessarias para remover o corante impregnado no meio de separacgao.
Apds algumas lavagens com o descorante se sobressaem as fragoes
fortemente fixadas com o corante. Evidentemente essa revelagao permite
avaliar fracdes com diferentes intensidades de coloragao. A figura 4.1
mostra dois tipos diferentes de corantes usados em eletroforeses de
proteinas séricas: (a) coloracdao com Negro de Amido e (b) coloragdao com
Ponceau. A descoloragcdo para ambos corantes foi feita por meio de
seguidas lavagens com solucdo de acido acético a 5%. Evidentemente,
pelo fato do corante Negro de Amido ser mais impregnante que o corante
Ponceau, o nimero de lavagens para remover o Negro de Amido foi maior

em relagcdo ao Ponceau.
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(a) ‘ ' ' . (b) ,

Figura 4.1: (a) Proteinas séricas coradas com Negro de Amido

(b) Proteinas séricas coradas com Ponceau

A escolha do corante ideal é fundamental para o sucesso do
fracionamento eletroforético, pois uma boa revelacao das fragoes permite
gue suas analises qualitativa e quantitativa tenham maior sensibilidade e
reprodutibilidade.

Apds a revelacdo das fragOes € usual que se faca a avaliagao
qualitativa da eletroforese, observando o desempenho do fracionamento,
bem como a verificagdo de fragdes com diferentes concentragdes e, até
mesmo, o aparecimento de fragcdes anormais como as hemoglobinas
variantes e gamopatias monoclonais. Em seguida, procede-se a avaliacao
quantitativa de cada um dos componentes fracionados.

Ha duas formas de se avaliar quantitativamente as fragdes de
proteinas, enzimas, lipoproteinas e DNA: eluicdo e densitometria. A
eluicdo é um método simples que requer uma solugao eluidora, por
exemplo, o acido acético a 80%, que desnatura o meio usado no
fracionamento (acetato de celulose e gel de &gar, principalmente). As
fracbes assim eluidas tingem a solucdo eluidora com diferentes
intensidades de corante. Por outro lado, a densitometria € uma técnica
mais refinada e sensivel, com varios tipos de opcdes de equipamentos,

incluindo “softwares” adaptaveis a “scanners” de computadores.

Coloracao e Descoloracao

Para corar proteinas, enzimas, lipoproteinas e DNA utiliza-se

de corantes especificos. Para proteinas, por exemplo, pode ser usado um
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dos seguintes corantes: Negro de Amido, Ponceau e Azul de Bromofenol.
As caracteristicas quimicas desses corantes permitem gque os mesmos se
liguem ao ultimo aminoacido das proteinas, fixando-se nelas e corando-as
com intensidades proporcionais as suas respectivas concentracoes.

As enzimas, por sua vez, necessitam de substratos
enzimaticos especificos, tampdes com pH ajustados, aquecimentos
variaveis e diferentes tipos de luz para que sejam reveladas.

Para a coloracao de lipoproteinas € comum o emprego de
corantes que apresentam afinidade por gordura neutra, fosfolipideos,
esterdis e outros tipos de lipideos. Dois corantes sdo frequentemente
usados para identificar as fracdes de lipoproteinas: o Sudan Black e o Fat
Red. O corante Sudan Black se aplica principalmente para o acetato de
celulose, enquanto que o Fat Red é muito usado para eletroforeses em gel
de agar ou agarose. Em laboratérios de analises clinicas a preferéncia é
pelo corante Fat Red devido ao fato de ser menos impregnante e com
maior facilidade de descoloragao.

O fracionamento de bandas de DNA fragmentado pode ser
visualizado por diversos tipos de revelacdao, com destaques para o
Brometo de Etidio, Nitrato de Prata e Azul de Metileno. Da mesma forma,

a descoloragdo é variavel conforme o tipo de corante usado.

Eluicao

A quantidade das proteinas eluidas se faz determinando-a
fotometricamente, em determinados comprimentos de onda. A maior
parte dos diferentes tipos de proteinas, além dos lipideos e das enzimas,
sao eluidos e quantificados apds prévia coloracao de suas fracdes. Por
outro lado, a hemoglobina por ser um pigmento naturalmente corado nao
necessita ser submetido a corantes.

Para calcular as concentracdoes das fracdes separadas por

eletroforese deve-se determinar a quantidade relativa de cada fragao
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corada (natural ou quimicamente). A forma mais simples e correta €&
cortar o acetato de celulose em segmentos correspondentes a cada fragao
e medir as densidades dpticas dos eluatos em um espectrofotdmetro com
comprimento de onda adequado. Desde que as eluicdes de todas as
fracoes tenham sido completas e uniformes, e as solucdes obtidas
obedecam a lei de Beer, a porcentagem de cada fracdo se calcula da

seguinte forma:

D.O. xV x 100
% F =

¥ (D.O. x V.) de todas as fracoes

onde, V é o volume da solucdo usada para eluicdo, e F é o

correspondente a cada fragao analisada.

Densitometria

A densitometria permite a determinagdao quantitativa rapida
das fracdes separadas por eletroforese, sendo amplamente usada em
laboratérios clinicos.

O densitOmetro € basicamente um colorimetro modificado,
gue mede a absorcao da luz que atravessa as fragdes coradas no suporte
utilizado (acetato de celulose, agarose, papel).

As quantidades relativas de corante, absorvido por fragao
separada, podem ser determinadas somando as areas compreendidas pelo
tracado especifico de cada proteina. Este tipo de determinagao pressupde
uma relacdao linear entre as densidades Opticas e a concentracdo do
corante no suporte usado para destacar as bandas fracionadas.
Atualmente todo este processo é realizado por meio de programas de
computador integrados ao equipamento de densitometria, ou até mesmo

ao equipamento automatizado para eletroforeses.
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CAPITULO 5: HEMOGLOBINAS NORMAIS

A Molécula

A molécula de hemoglobina é estruturalmente composta por
duas globinas do tipo alfa e duas do tipo beta, compondo um tetrédmero

com formato globular (figura 5.1).

Figura - 5.1 - Modelo espacial do tetrédmero da molécula de
hemoglobina formado por duas globinas do tipo alfa e
duas do tipo beta, com o grupo heme inserido em

cada uma das globinas.

As dimensdes espaciais do tetramero sdao as mesmas nas
hemoglobinas embrionarias (Gower-1, Gower-2 e Portland) e nas
hemoglobinas Fetal, A e A, com didmetro de aproximadamente 5,5
nandmetros configurando-lhes um modelo globular e discretamente
achatado. A tabela 5.1 mostra a composicao estrutural bdasica dessas
hemoglobinas e suas concentracdoes especificas nas diferentes fases do

desenvolvimento humano.
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Tabela 5.1 - Relacao entre os diferentes tipos de hemoglobinas,
composicoes estruturais e concentracdes, com as fases

de desenvolvimento ontogénico.

Fase da Hemoglobina Estrutura Concentracao
ontogénese (%)

Fetal (*)

(*) Na fase fetal ocorre o inicio as sintese da Hb A, ndao excedendo 10%

de concentracao.

O peso molecular das hemoglobinas humanas é préximo de
64.500 daltons, com pequenas variagoes entre os diferentes tipos. Todas
as moléculas de hemoglobinas das fases embriondria, fetal e pos-
nascimento tém 574 aminoacidos, dos quais 282 estao na composicao
das duas globinas tipo alfa (141 aminoacidos por globina tipo alfa) e 292
na composicao das duas globinas tipo beta (146 aminoacidos por globina
tipo beta). Os graus de semelhancgas estruturais, calculado com base na
similaridade da composicdao de aminoacidos entre os tipos de globina sdo
varidveis com maior identidade entre as globinas beta e delta (96% de
semelhanca), seguida da beta e gama (71%), e com menores similitudes

entre alfa e beta (42%), e alfa e gama (39%).
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A estabilidade das moléculas de hemoglobinas, quer sejam
embrionarias, Fetal, A ou A;, é dependente do arranjo estrutural que
ocorre entre a composicao das globinas do tipo alfa com as do tipo beta.
As estruturas tridimensionais desses dois grupos de globinas sdao muito
parecidas, apesar de suas seqliéncias de aminoacidos serem diferentes,
conforme apresentado acima. A conformacdo globular da molécula de
hemoglobina se deve a extensa disposicao helicoidal dos polipeptideos
gque compdem as globinas dos tipos alfa e beta (figura 5.2), que
representa 75% do total da sua estrutura. Os trabalhos realizados por
Perutz e Kendrew em 1959 utilizando o método de cristalografia de
proteinas por meio da difracdo de raio-X, mostraram algumas
particularidades fisico-quimicas da molécula de hemoglobina definitiva ou
adulta (Hb A). A Hb A possui um rearranjo tetraédrico devido a
conformacao pareada de duas globinas alfa (a2) e duas beta (B2). Essa
disposicdo tetramérica a2 B2 somente é possivel devido as ligagdes fisico-
quimicas de diferentes intensidades que possibilitam a movimentagao da
molécula durante a oxigenacao. Para tornar mais facil o entendimento
dessas ligagcdes e das suas relacdes com a fisiologia da hemoglobina,
denominou-se o tetrdmero quimico o2 B2 em a! o? / B! B2 (figura 5.2),
devido aos contatos intermoleculares que ocorrem entre globinas alfa e
beta.
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Figura 5.2 - Contatos intermoleculares entre as globinas alfa e
beta. Os contatos ai B1 e a2 B2 tEm importancia na
estabilidade da molécula. Os contatos a1 B2 € o2 PB1
atuam na movimentacdo da molécula durante a

oxigenagao.

Pela disposicao do tetramero da hemoglobina observa-se que
as globinas alfa e beta se situam diagonalmente, de tal forma que os
contatos entre os aminodacidos da globina o! com a globina B2 (a! B2) sdo
iguais aos que ocorrem entre as globinas a? B!. Da mesma forma os
contatos intermoleculares entre a! B! sdo iguais aos a? B2. Os contatos
entre as globinas a! B2 e o? B! envolvem um total de 38 aminoacidos
(6,6% do total de aminoacidos da molécula). Esses contatos a!p? e o? Bt,
que se dispde na vertical do modelo molecular da figura 5.2, promovem
movimentos de deslizamento das globinas alfa e beta, fato que facilita a
oxigenagao dos quatro grupos heme da molécula. Os contatos
intermoleculares entre as globinas a! B! e a? B? sao mais extensos pois
participam 68 aminoacidos (11,8% do total de aminoacidos da molécula)
que se dispde na horizontal do modelo molecular da figura 5.2. Esses
contatos a! B! e o? B2 sao os que mantém a integridade fisico-quimica do

tetramero, dando-lhe estabilidade molecular. Os contatos o! a? ocorrem
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somente na forma desoxigenada da hemoglobina, e tem influéncia na
interacao entre os grupos heme, no efeito Bohr e no transporte de CO..
Os contatos B! B2 ocorrem nas formas oxi e desoxigenadas, e sdao
responsaveis pela acomodacao da molécula de 2,3 difosfoglicerato (2,3
DPG) durante a desoxigenacao da hemoglobina.

Os estudos sequentes sobre a configuracao estrutural da
molécula de hemoglobina demonstraram que as globinas dos tipos alfa e
beta tem duas regides especificas, a interna e a externa. As regides
internas sdao compostas por aminoacidos nao-polares e hidrofdbicos
localizados em 75% da molécula, incluindo os helicéides e o grupo de
aminoacidos que envolvem o grupo heme. As regides externas sao bem
menos extensas, pois compreendem apenas 25% do conteudo molecular,
e sao formadas por aminoacidos polares e hidrofilicos que se dispde nas
partes ndao helicoidais da molécula, fazendo contato com a agua (ver
tabela 2.1).

Sintese Genética

A sintese das globinas requer um rigido controle genético do
DNA inserido sequencialmente no agrupamento de genes de globina tipo
alfa (RCG - £ - y{ - yo1 — a2 — o1) no brago curto do cromossomo 16, e
do DNA que faz parte do agrupamento de genes de globina do tipo beta

(RCG - & —y¢ —yA - yB - & - B), conforme mostra a figura 5.3.
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CROMOSSOMO 16 - GENES DO TIPO ALFA

40.000 bases nitrogenadas

1 A 1
5 ~ 3
[ 1
| |
1 1
1 1
RCG C vy Vo o2 o1
l l Pseudogenes l l
Regido Embrido Feto Feto
Controladora PN PN
de genes

CROMOSSOMO 11 - GENES DO TIPO BETA

60.000 bases nitrogenadas
5| A 3'

"X E XXX
A T T A A

Regido Embrido Feto Feto Pseudogene PN PN
Controladora
de genes

Figura 5.3 - Esquema representativo do agrupamento de genes de
globinas do tipo alfa (cromossomo 16) e tipo beta
(cromossomo 11), com destaques para a Regiao
Controladora de Genes (RCG) e o tamanho de cada
agrupamento caracterizado pelo nimero aproximado de

bases nitrogenadas. PN: pds-nascimento.
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Ao analisar os genes do tipo alfa no cromossomo 16 e os do
tipo beta no cromossomo 11 é possivel observar que hd uma sequéncia
l6gica em ambos, iniciando com um gene conhecido por RCG que é o gene
controlador de todos os outros genes dos agrupamentos alfa ou beta. A
sigla RCG significa “regidao controladora de genes”. A seguir, em ambos
agrupamentos, ha os genes embrionarios ({ no cromossomo 16 e ¢ no
cromossomo 11), os genes fetal (y°e y*) e os genes pds-nascimento (PN)
02 € a1 N0 cromossomo 16, e B e 5 ho cromossomo 11.

E do gene RCG que saem moléculas de RNA polimerases
especificas para cada gene do agrupamento de genes do tipo alfa ou do
tipo beta. Essas moléculas de RNA polimerases fazem com que o DNA de
cada gene se duplique e uma dessas cOpias dé origem ao RNA mensageiro
especifico para a sintese de globina alfa, beta, gama ou delta, por
exemplo. E importante ressaltar que todo esse processo ocorre nos
eritroblastos, principalmente nos policromaticos e ortocromaticos, na
medula dssea. As sinteses de globinas alfa e beta sdo simultaneas, bem

como a do grupo heme.

As Hemoglobinas Normais

A sintese de moléculas de hemoglobinas abrange a agao de
genes de globinas o, B, 6 € vy, além dos genes da fase embrionaria (¢ e ),
conforme mostra a figura 5.3. Durante esse processo bioldégico que é
desenvolvido nos eritroblastos e reticuldcitos, destacam-se duas
organelas: ribossomos e mitocondrias. Nos ribossomos as bases
nitrogenadas sao traduzidas em seus respectivos aminoacidos (ver tabela
2.1 do capitulo 2) e interligadas entre si para formarem moléculas de
globinas. Nas mitocondrias se formam os grupos heme.

Como resultado dessas acOes bioldgicas as sinteses de
globinas a, B, y € 6 ocorrem concomitantemente com os grupos heme que

se inserem na estrutura tercidria dessas globinas e, em seguida, se
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dimerizam em a2, B2, 52 € y2, para entao se tetramizarem em moléculas
de estrutura quaternaria de a2B2 (Hb A), 0282 (Hb A2) e aoy2 (Hb Fetal).
Essa sintese de hemoglobinas descrita para a fase pds-nascimento, que
sera efetiva para toda a vida do individuo, acontece também nas fases
fetal e embrionaria. Entretanto, para o fim de expor didaticamente o
equilibrio que se verifica entre as globinas dimerizadas alfa e nao-alfa (B,
8, v), representamos por meio de figuracao hipotética a formacao de

hemoglobinas A, A, e Fetal apds o sexto més de vida (figura 5.4)
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Cromossomo 16 Cromossomo 11

o—o —o—o—o—
o2 a1 Y & B

/ Grupos heme\! \

00000 00000
OO0 OO0

Globinas a (100%) Globinas B (96 — 98%)
Globinas & (2 — 4%)
Globinas y (0 — 1%)

ONONOMN. ()
ONONOMN J.)

B2 B2 B2 52 Y2
— /
~
Dimeros de globinas B, 8, v

o B

(m)(®)
(=)

L Y

Figura 5.4 — Esquematizacao hipotética da formacao equilibrada entre globinas alfa e ndo-

alfa (B, 6 e y) apds o sexto més de vida.
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Se pudéssemos “encaixotar” as globinas alfa e ndo-alfa seria
possivel construir modelos representativos do equilibrio das globinas alfa
e ndo-alfa (B, §, y) das hemoglobinas normais e também do desequilibrio

que se ocorre nas talassemias alfa e beta (figura 5.5).

—> o272 : Hb Fetal (0 - 1%)

—>od2: HbA2 (2-4%)

>o2B2: HbA  (96—98%)

Equilibrio entre Globinas nas Hemoglobinas Normais

=)
.QIQ
=

Talassemia Alfa Talassemia Beta

Figura 5.5 — Esquematizacdo do equilibrio entre globinas na formacdo de
hemoglobinas normais, e dos desequilibrios na talassemia alfa
(diminuicdo da sintese de globina o) e na talassemia beta

(diminuicéo da sintese de globina B).

Considerando que o volume de sintese das hemoglobinas A,

A, e Fetal é proporcional as suas respectivas concentragdoes obtidas por
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fracionamento eletroforético ou cromatografico, € também possivel supor
gue em condicdes normais essas trés hemoglobinas compartilham do
mesmo espaco — obviamente com concentracdes diferentes - dentro de
um mesmo eritrécito. Consideram-se, portanto como hemoglobinas
normais as trés fracdes identificadas por Hb A, Hb A2 e Hb Fetal em
pessoas com idade superior a 6 meses, conforme mostra a figura 5.6

obtida por eletroforese de hemoglobina em agarose alcalina (pH 8,5).

- Az F A +

Figura 5.6 - Eletroforese de hemoglobina.

Algumas caracteristicas sobre essas trés hemoglobinas
normais devem ser ressaltadas.

A Hb A por ser a molécula mais representativa e, portanto,
evolutivamente a mais capacitada para as fungdes basicas, por exemplo:
troca gasosa e participacdo na manutencao do equilibrio acido-basico, é
considerada como padrao fisico-quimico, genético e molecular. Assim,
todos os outros tipos de hemoglobinas normais (embrionérias e fetal) e
variantes (Hb S, Hb C, Hb Instaveis, Hb com alteracdes fisioldgicas, etc.)
tém suas estruturas moleculares, atividades fisico-quimicas e genéticas,
comparadas com as da Hb A.

A Hb A; é considerada como a hemoglobina mais estavel sob
o ponto de vista de estrutura molecular. Sua concentragao padrao (2 a
4%) tem importéncia no teste de identificacdo de talassemia beta menor,

pois em 95% das pessoas portadoras desse tipo de talassemia a
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Hb A, apresenta-se com concentracao elevada (>4,0% - 7,0%). Por outro
lado, a diminuicdo da Hb A; abaixo de 2% de sua concentracao é
indicativo de anemia ferropriva ou de talassemia alfa menor (Hb AH).

A Hb Fetal é fisicamente menos estdvel que a Hb A. A
elevacao de Hb Fetal acima de 1,0% em pessoas com idade superior a 6
meses é indicativo de talassemia beta menor (Hb Fetal: > 1,0% - 5,0%,
associada a anemia microcitica e hipocromica de discreto grau) ou de
persisténcia hereditaria de Hb Fetal (Hb Fetal: > 1,0% - 20,0%,
geralmente com eritrograma normal) ou, também, de talassemia beta
maior (Hb Fetal acima de 20%, associada a anemia microcitica e
hipocromica de grave intensidade).

Por todas essas razoes justifica-se sempre no estudo das
hemoglobinas a avaliacao quantitativa das hemoglobinas A, A> e Fetal.

Por fim, ao se referir que uma pessoa €& portadora de
hemoglobinas normais usa-se a representacao Hb AA que indica que o

individuo recebeu do pai e da mae os genes o”pA.

Hemoglobinas Embrionarios

As hemoglobinas embrionarias tém interesse apenas cientifico,
porém €& sempre importante considera-las no sentido de entender o
processo da sua evolugao e diferenciacdo genética e fisioldgica.

Até o presente se conhece trés tipos de hemoglobinas
embrionarias (Portland, Gower-1 e Gower-2) que podem ser visualizadas
por meio de eletroforese alcalina (figura 5.7).

Sob o ponto de vista fisiolégico as hemoglobinas Gower-1 e
Gower-2 apresentam baixa afinidade ao oxigénio, fato que permite rapida
liberacdo de oxigénio na fase inicial do embrido. A outra hemoglobina
embrionaria, Hb Portland, pelo fato de ter a globina gama em sua
composicao, apresenta-se com alta afinidade ao oxigénio, e sua presenca

€ mais representativa na transicdo entre o embrido e o feto. Ao se
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transformar em feto, a hemoglobina predominante é a Hb Fetal que tem
alta afinidade ao oxigénio e é a causa da elevada concentracdo de
hemoglobina em sangue de neonatos. As sinteses das hemoglobinas
embrionaria e fetal se caracterizam como os melhores exemplos de
regulacdao genética, com atuacao de RNA polimerases especificas e que se
“desligam” a medida que o embrido se desenvolve, se transforma em feto

e quando ocorre o nascimento.

PORTLAND

AA  EMBRIRD SS

Figura 5.7 - Eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose
- pH 8,6. Comparagao entre hemolisado com
hemoglobinas de um embrido, da Hb A de uma
pessoa sem hemoglobinopatias e da Hb S (SS) de
uma pessoa com anemia falciforme. Observar que
no embridao as hemoglobinas Portland e Gower-1
sao as mais concentradas, seguida da Hb Fetal e

Gower-2.
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Hemoglobinas Glicosiladas

Apds o nascimento, observa-se que além das hemoglobinas
A, Az e Fetal, surgem outros cinco tipos de moléculas que constituem o
grupo das hemoglobinas glicosiladas: Hb Aia-1, Hb Aia-2, Hb A1p, Hb Aic €
Hb Aid. O conjunto dessas hemoglobinas que eletroforeticamente se
posicionam um pouco a frente da Hb A, sem que ocorra um
fracionamento visivel (figura 5.8), representa 5 a 8% da concentracdo da
Hb A. Todas essas hemoglobinas sao derivadas da Hb A por terem
hexoses ligadas a regido N-terminal do primeiro aminoacido da globina
beta - a valina. A glicolizacao ocorre por um processo lento com
intermediacdo enzimatica durante a hemoglobinogénese. Assim, as
hexoses permanecem ligadas a Hb A por todo o tempo de vida do
eritrécito, que é de 120 dias, em média. A Hb Aic por apresentar maior
concentracdao entre as hemoglobinas glicosiladas, atua como sensivel
marcadora bioldgica da glicose sangiiinea. A tabela 5.2 relaciona, suas

concentracdes e os produtos especificos de glicolizacdo.
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HEMOGLOBINAS GLICOSILADAS

Alc
Ald

As hemoglobinas glicosiladas compdem um grupo de 5
fragbes conhecidas por: A,,; (02%), Aj,, (02%), A}y (0,5%),
A (4a6%), € Ay (0,6%).

P.C.Naoum, 2007

Figura 5.8 - Eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose,
tampado alcalino (TEB pH 8,6) mostrando a frente da Hb A as
fracoes de hemoglobinas glicolizadas, com destaques para Aic
e Aid.
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Tabela 5.2 - Subtipos de HbA; relacionados com suas concentragoes e

Ala -1
Ala -2
Alb
Alc
Ald

Subtipo

glicolizacao.

Concentracgao
(%)
0,2

0,2

0,5

0,4

Glicolizacao

Hexose - difosfato

Frutose - difosfato

Glicose, manose e galactose
difosfato

Hexose — monofosfato
Glicose - 6 - fosfato

Glicose, manose e galactose
monofosfato

Hexose nao - fosforilada
Glicose, manose, galactose

1 - deoxi — beta - D -
frutose

Beta - D - glicopiranosil
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CAPITULO 6: HEMOGLOBINOPATIAS

Introducao

As alteragdes das hemoglobinas envolvem a sintese estrutural
e quantitativa dos aminoacidos que compdem as diferentes cadeias de
globinas, bem como as moléculas e enzimas que participam da formagao
do grupo heme.

As alteracbes que ocorrem nas globinas se devem as
modificagdes nos genes responsaveis pelo sequenciamento e estrutura de
cada tipo de polipeptideo de globina, bem como naqueles destinados a
regulacao quantitativa da sintese equilibrada entre as globinas alfa e beta
(B, 8 e y). Quando um determinado gene apresenta uma de suas bases
nitrogenadas substituida por outra diferente, resulta na formacdo de
moléculas de hemoglobinas com caracteristicas bioquimicas alteradas em
relacdo as hemoglobinas normais e sdo por isso denominadas
hemoglobinas variantes. Por exemplo, a hemoglobina S se deve a
introducdo do aminoacido valina (Val) no lugar do acido glutamico (Glu)
na posicao numero 6 da cadeia polipeptidica da globina beta por meio de
um processo conhecido por mutagao. Essa anormalidade se deve a uma
troca da base nitrogenada adenina (A) pela timina (T), conforme a

sequéncia representada a seguir:

Aminoacidos 5 6 7
Bases nitrogenadas da globina A CCT — GAG — GAG
Aminoacidos da globina BA Pro Glu Glu
Bases nitrogenadas da globina S CCT — GTG — GAG
Aminoacidos da globina S Pro Val Glu

As mutacdOes que afetam o controle dos genes para as

sinteses equilibradas entre as globinas alfa e nado-alfa sdo muito
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diversificadas. Em geral, essas mutagdes provocam diminuicdoes no
volume de sintese de uma das globinas com intensidades variaveis, ou
até mesmo auséncia de sintese. Nesses casos ocorrem desequilibrios do
conteudo entre a globina produzida normalmente e a alterada. Quando a
mutacao bloqueadora de sintese de globina atinge, por exemplo, o gene
alfa (talassemia alfa), ha diminuicao do conteddo de globina alfa dentro
das células eritrdides, enquanto a sintese de globina beta se faz
normalmente. Essa diferenca de sintese entre globinas alfa e beta
promove o desequilibrio entre elas, e as conseqiliéncias fisiopatoldgicas

sao proporcionais ao tamanho do desbalanceamento ocorrido (figura 6.1).

a il Y a Y

P———

o a S

Talassemia Alfa Talassemia Beta

Figura 6.1 — Esquematizacdo do equilibrio entre globinas na formacdo de
hemoglobinas normais, e dos desequilibrios na talassemia alfa
(diminuicdo da sintese de globina o) e na talassemia beta

(diminuicéo da sintese de globina B).

Dessa forma, conceitualmente se denominam hemoglobinas
variantes aquelas que apresentam estrutura quimica diferente a da sua
hemoglobina normal correspondente (A, A> ou Fetal), motivada pela
mutacao de uma ou mais bases nitrogenadas que resultam na
substituicdo de um ou mais aminoacidos nas globinas alfa, beta, delta ou
gama. As hemoglobinas anormais sdao aquelas consideradas variantes,

bem como as hemoglobinas normais com alteragdes quantitativas, por
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exemplo: Hb A; elevada, Hb Fetal elevada, Hb A diminuida. As
talassemias consistem em um conjunto de sindromes motivadas
principalmente por alteragdes de sinteses quantitativas de globinas alfa e
beta, causando desequilibrio entre elas e varidveis graus de anemias
hemoliticas, além de varias outras conseqiéncias patoldgicas. As
hemoglobinopatias s3ao designacdoes destinadas as hemoglobinas
variantes que causam anemia hemolitica, policitemia, cianose ou
falcizacao.

Finalmente, ha as hemoglobinas anormais e
hemoglobinopatias nao-hereditarias, que representam um grupo
restrito de alteracdes das hemoglobinas normais causadas por agentes
indutores e sdo também conhecidas como formas adquiridas. Entre as
hemoglobinas anormais nao-hereditarias destacam-se a Hb A, diminuida
nas ferropenias, a Hb A2 aumentada na malaria, no diabetes e na doenca
de Chagas; a Hb Fetal elevada em certas doencas mieldides, em
transplantados renais, em portadores de HIV ou por uso de determinadas
drogas, e a Hb H adquirida nas doencgas linfo e mieloproliferativas. Por
outro lado, as hemoglobinopatias ndo-hereditdrias mais comuns sao as
metaemoglobinas elevadas por indugao de drogas oxidantes (sulfa e

derivados, nitritos, anilina etc.), gases e solventes oxidantes.

As Hemoglobinas Variantes

A maioria das variantes estruturais é originada por simples
substituicbes de aminoacidos, resultantes de mudancas nas seqliéncias
de nucleotideos. As alteragbes estruturais, com consequéncias nas
atividades fisico-quimicas da molécula, estdo na dependéncia da extensdo
do processo mutacional e dos locais em que esses ocorrem. Dessa forma,
as hemoglobinas variantes podem originar-se por:

a) Substituicdo de um aminoacido por outro, de

caracteristicas diferentes, na superficie externa (figura
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6.2) da molécula. Pode ocorrer também a substituicao de
dois aminoacidos por outros dois, em uma mesma cadeia,
sendo, entretanto, condicao muito rara. As substituicoes
de aminoacidos na superficie externa, com excecao feita
as Hb S, Hb C e Hb E, ndo produzem alteracoes
significantes no funcionamento da molécula. Nesse grupo
estao cerca de 500 tipos de Hb variantes ndo patoldgicas
(ex.: Hb O, Hb J, Hb I, Hb N, Hb D, etc.). Substituicoes de
aminoacidos na superficie interna da molécula,
envolvendo residuos polares e ndo-polares, tém ocorrido
preferencialmente nos locais invariantes da molécula,
incluindo aqueles que fazem parte do "pacote" do grupo
heme, cuja principal funcao é protegé-lo da entrada de
agua, bem como dos aminoacidos que participam dos
contatos a1 Bi. Qualquer substituicdo na superficie interna
causa instabilidade molecular, geralmente iniciando-se
pela oxidagcdao do grupo heme com a formagao excessiva
de metaemoglobina e precipitagdo da globina instavel.
Citologicamente é possivel observar a precipitacao intra-
eritrocitaria da globina instavel por meio da presenca de
corpos de Heinz. Nesse grupo estao cerca de 300 tipos

diferentes de Hb Instaveis.
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Figura 6.2: Estrutura do tetramero da Hb A com identificacdes de suas

subunidades a1, a2, Pie B2. Superficie externa: corresponde aos

aminoacidos das regides A, B e F nas globinas alfa e beta. Superficie

interna: D e C. Grupo heme: G e H.

b) Substituicdes de aminoacidos que participam dos contatos
a1B2 (figura 6.2), das ligagdes quimicas com o 2,3 DPG,
e do residuo |histidina C-terminal da cadeia beta
promovem a formacao de hemoglobinas variantes com
alteragdes na sua afinidade pelo oxigénio. Sao cerca de
50 tipos as Hb variantes com afinidade aumentada ou
diminuida por oxigénio. As que tém afinidade aumentada
se destacam por eritrocitoses, enquanto aquelas com
afinidade diminuida manifestam-se notadamente por

anemia hemolitica.

c) Substituicdo dos residuos de histidina distal ou proximal,
que estao ligados ao grupo heme (HG na figura 6.2),
causa anormalidades que se caracterizam pela oxidagao
espontanea e continua do ferro, com formagdo excessiva
de metaemoglobina, fato que dao origem as hemoglobinas
variantes do tipo M (Hb M). Os portadores de Hb M sao

sempre cianoticos, com ou sem anemia.
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d) Adicdo de um ou mais aminoacidos ao Uultimo aminoacido
(C-terminal) das globinas alfa e beta, tornando-as longas
e manifestando-se como fendtipos talassémicos alfa e beta
(ex.: Hb Tak).

e) Fusdao entre duas cadeias de globinas diferentes, em
especial das cadeias delta-beta que resultam na formagao
da hemoglobina variante conhecida por Hb Lepore. A fusao
inversa, ou seja, beta-delta é conhecida por Hb anti-
Lepore. Outras fusdes tém sido descritas na literatura e
todas essas ocorréncias se devem ao '"crossing-over"

desigual no pareamento dos cromossomos 11.

Assim, somam-se atualmente perto de 900 variantes
estruturais, poucas delas associadas com manifestagdes clinicas e
alteracdes hematoldgicas, que podem ser agrupadas em:

- hemoglobinas de agregacao;

- hemoglobinas sem alteracgdes fisioldgicas;

- hemoglobinas instaveis;

- hemoglobinas com alteragdes funcionais;

- hemoglobinas com fendtipos talassémicos.

As hemoglobinas de agregacao formam tactdides e cristais,
com repercussoes clinicas e laboratoriais varidveis. As hemoglobinas S e
C participam desse grupo.

As hemoglobinas variantes que nao causam alteragoes
funcionais sao a maioria, perto de 500 tipos diferentes, e embora
apresentem importancia bioquimica, genética e antropoldgica, nao
produzem efeitos clinicos e laboratoriais significantes.

As hemoglobinas instaveis apresentam graus varidveis de
manifestagoes clinicas e hematoldgicas, expressando-se

laboratorialmente de forma diversificada entre os diferentes tipos.
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As hemoglobinas com alteragbes funcionais causam
metaemoglobinas por Hb M, cianose e alteragcao de afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio.

As hemoglobinas com fenétipos talassémicos sao as variantes
provocadas por falhas no processo de regulacdao da sintese de globina
pela adicdo de aminoacidos ao C-terminal das globinas alfa e beta e pelo
pareamento desigual do cromossomo 11 no processo da mitose celular.

As tabelas 6.1 e 6.2 resumem algumas das hemoglobinas
variantes relacionadas com os defeitos estruturais, os gendtipos, seus
efeitos nos eritrocitos, além de doencas especificas causadas por estas

hemoglobinas.

Tabela 6.1: Exemplos de hemoglobinas variantes estruturais e seus efeitos

fisiopatologicos.

Hb variante Defeito estrutural Gendbtipos Efeitos nos eritrécitos
S B 6 Glu — Val AS, SS, SF, SD, SC, SH Falcizacdo
C B 6 Glu — Lis AC, CC, CF, SC Cristais de Hb
E B 26 Gli — Lis AE, EE Hemolise
Koln ® B 96 Val - Met A + Koln Heinz e hemdlise
Niter6i ®) B 44 a 46 deletados A + Niterdi Heinz e hemdlise
Malmo @ B 97 His — Glu A + Malmo Eritrocitose
Kansas @ B 102 Asn — Tre A + Kansas Metahemoglobina
Lepore fuséo 6-p A + Lepore Microcitose
Kenya fuséo y-B A + Kenya Nenhuma
B> @ 516 Gli — Arg A+ B; Nenhuma
F Texas © v 5 Glu — Lis A + F Texas Nenhuma

(1) HA vérios tipos de hemoglobinas instaveis; (2) H& vérios tipos de hemoglobinas com afinidade
aumentada por Oz; (3) Ha poucos tipos de hemoglobinas com afinidade diminuida por O2; (4) Ha
varios tipos de variantes de Hb A2 por mutagcdo na globina delta; (5) H& varios tipos de variantes de

Hb Fetal, somente detectaveis em sangue de recém-nascidos.
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Tabela 6.2: Doencas causadas por hemoglobinas variantes estruturais.

Anemia hemolitica e oclusdo vascular falcizante

Hb SS, Hb SS/Tal. alfa, Hb SS/PHHF
Hb SD, Hb SC

Hb S / Talassemia beta

Anemia hemolitica com excregao urinaria de dipirrois

Hemoglobinas instaveis: Hb Koln, Hb Duarte, Hb Zurique, Hb Genova, Hb Seatle, Hb

Niterdi, etc.

Eritrocitose hereditaria

Hemoglobinas com afinidade aumentada por Oa:
Hb Chesapeake, Hb Malmo, Hb Kempsey, Hb Hiroshima, etc.

Metahemoglobina hereditaria e cianose

Hemoglobina M (Boston, Iwate, Milwakee, Hyde Park, Saskatson)

Outras formas de cianose hereditaria

Hb variante com afinidade diminuida por O,: Hb Kansas

Anemia microcitica e hipocrémica

Talassemias beta interativas com Hb variantes:
(Hb S/Tal.beta, Hb C/Tal.beta, Hb D/Tal.beta)
Hb Lepore (fuséo de globinas 5 B)

Hb Constant Spring (alongamento da globina alfa)
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Hemoglobinas variantes comuns no Brasil

Hemoglobina S (Hb S) - Sera apresentada por completo no
capitulo 7.

Hemoglobina C (Hb C) - Foi descrita pela primeira vez por
Itano e Neel em 1950, e em 1958 Hunt e Ingram identificaram que o
aminoacido numero 6 da globina beta, o acido glutamico (Glu), havia sido
substituido pela lisina (Lis). Devido a diferenca de carga elétrica envolvida
(Glu, pI = 3,22 — Lis, pI = 9,74), a globina B tornou-se muito menos
negativa, fato que sua mobilidade € muito lenta em eletroforese alcalina

quando comparada com Hb A, S ou Lepore (figura 6.3).

LEPORE

Figura 6.3: Eletroforese alcalina de hemoglobina em acetato de celulose.
(1) Hb AA; (2) Hb CC; (3) Hb AC; (4) Hb A + Lepore;
(5) Hb SC; (6) Hb AC e (7) Hb A + A> Aumentada.
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Entre as hemoglobinas variantes, o gendtipo heterozigoto da
Hb C, ou Hb AC, é o segundo mais prevalente apdés a Hb AS, na
populacao brasileira, variando entre 0,3% a 1,0%. A homozigose da
Hb C (ou Hb CC) é rara e é caracterizada por anemia hemolitica de
intensidade variavel, com evidéncias clinicas de cansaco, fraqueza e,
eventualmente, esplenomegalia. Laboratorialmente a hemoglobina total
oscila entre 9 e 12g/dL, hematdcrito entre 30 e 40%, leve a moderada
reticulocitose (3 a 7%) e no esfregaco sangliineo ha muitas células em
alvo. Eletroforeticamente, a homozigose da Hb C tem concentracao de
98% desta hemoglobina, em pessoas com idade superior a seis meses.
Outras condicdes associadas de Hb C com manifestagdes clinicas sdao a
doenca falciforme por Hb SC, que sera apresentada no capitulo 7 (Doenga
Falciforme), e a interacao entre Hb C e talassemia beta, ou Hb C/Tal.
beta cuja avaliacao eletroforética se torna visivel pela Hb CF (figura 6.4).
Diferentemente da Hb CC, que ndo se detecta Hb Fetal com niveis acima
do normal, na Hb C/Tal. beta a Hb Fetal geralmente esta elevada (>5%).
Nesses casos as evidéncias clinicas sdo marcadas por palidez, cansaco e
esplenomegalia. Laboratorialmente a anemia é moderada (Hb: 9 -
10g/dl) do tipo microcitica, hipocromica, muitas células em alvo e

reticulocitose acima de 5%.
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AC C-Beta Beta Menor
Talassemia

Figura 6.4. Eletroforese em acetato de celulose com pH alcalino (pH 8,6)
mostrando da esquerda para a direita: Hb AC, Hb CF (C/Tal. beta) e
Hb A + A2 aumentada. Observar que a Hb Fetal tem concentracao
acima de 5%. A avaliacdo quantitativa da Hb Fetal pode ser efetuada
por densitometria da eletroforese, ou por dosagem bioquimica de Hb
Fetal.

Hemoglobina D (ou Hb D) - A Hb D é uma hemoglobina
variante que apresenta a mesma mobilidade da Hb S em eletroforese de
pH alcalino. E separavel da Hb S por eletroforese em agar pH acido (pH 5
a 6), e também por ndo se insolubilizar em solugdes redutoras de
oxigénio. Quando associada a Hb A, a heterozigose de Hb AD, o portador
€ totalmente assintomatico, e a fragdo anormal constitui entre 30 e 50%
da hemoglobina total. A prevaléncia de portadores de Hb AD no Brasil é
por volta de 1 caso para cada 5 mil pessoas analisadas. Casos de
homozigoses de Hb D (Hb DD) sado rarissimos, € podem estar
associados a discreto grau de anemia (Hb: 10,5 - 12,0 g/dl). Para
estabelecer o diagndéstico de homozigose  deve-se  excluir
cuidadosamente, por estudos familiares, a interacao da Hb D com a
talassemia beta. Na Hb D/Tal. beta € comum evidenciar no hemograma

anemia microcitica e hipocrémica, com hemoglobina total varidvel de 9,5
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a 12 g/dL, VCM abaixo de 77 fl e HCM também abaixo de 27 pg. Situacdo
gue oferece dificuldade no diagndstico laboratorial ocorre quando ha
associacao entre hemoglobinas S e D, ou Hb SD caracterizando um dos
tipos que compde o grupo das doencgas falciformes, apresentado no
capitulo 7. Neste caso especifico, a eletroforese de hemoglobina em pH
alcalino nao diferencia o gendtipo SS do SD, bem como o teste de
falcizacdo que é positivo em ambos. O teste mais adequado para a
diferenciacdao é a eletroforese em agarose de pH acido: a Hb S é mais
lenta que a Hb D, que se posiciona igual a Hb A (figura 6.5).

Apés ter sido descrita em 1953, varias outras hemoglobinas
que se posicionavam como a Hb D (e nao falcizavam) foram
estruturalmente diferenciadas conforme o tipo de substituicao de
aminoacidos. Assim surgiram as Hb D Los Angeles ou Punjab (a mais
frequente entre todas as hemoglobinas variantes que migram na mesma
posicao da Hb S), Hb D Iran, Hb D Ibadan, etc. todas na posicao de Hb S.
Atualmente, ha dezenas de hemoglobinas variantes que migram na
posicao de S ou D e que foram denominados por local de origem e que
sao diferenciadas em eletroforeses em agar acido, isofocalizagao, HPLC, e
por biologia molecular. A tabela 6.3 mostra a relacao de hemoglobinas
gue migram na mesma posicao de Hb S em pH alcalino, e suas

diferenciagoes estruturais.
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Figura 6.5: Mapa representativo dos principais genétipos de Hb D comparados com

Hb A e Hb S, em eletroforeses de pH alcalino e acido.
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Tabela 6.3: Relagdo das principais hemoglobinas variantes que migram na
posicdo de Hb S em eletroforese de pH alcalino, que séo rarissimas e

menos frequiente que Hb D Los Angeles.

Hemoglobina Mutacao Concentragéo Agarose Outras
(%) acida** informagdes

Hasharon a 47: Asp— His <15 S Instavel

Arya a 47: Asp— Asn <20 A

Russ a 51: Gli —> Arg <15 A

Daneshgah a 72: His— Arg <30 A

D Iran B 22: Glu — GIn 25-40 A

Ocho-Rios B 52: Asp — Ala 25-40 C

Korle-Bu B 73: Asp— Asn 25-40 A

D Los Angeles B 121: Glu—GIn 25-40 A

S-Antilhas* B 23: Val — lle 25-40 A

S-Oman* B 121: Glu —Lis 25-40 A

Lepore Fuséo 5 - B <20 A Microcitose e
Hipocromia

* Duplas mutagfes na globina beta, além das mutagcfes apresentadas todas tem a
mutacao da Hb S (B6 Glu — Val). ** Posicao eletroforética similar. = Entre Hb A e
Hb S.



Hemoglobina G (ou Hb G) - E um grupo de hemoglobinas
variantes que migram pouco atras da Hb S nas eletroforeses alcalinas em
acetato de celulose e agarose. A diferenciacao se faz por meio de
eletroforese em agarose acida. Entre as hemoglobinas do tipo G
destacam Hb G Audhali (o 23 Glu —» Val), Hb G Waimanalo (o 64 Asp —
Asn), Hb Filadelfia (a 68 Asn — Lis), Hb G Galveston (B 43 Glu — Ala),
Hb G Copenhagen (B 47 — Asn), Hb G Accra (B 79 Asp— Asn), entre
outras. A Hb G Filadélfia é a mais frequente entre todos os tipos de Hb G,
e em especial no Brasil e USA, pois sua origem é africana. Tem baixa
prevaléncia na populagao brasileira (cerca de 1: 15000), porém, por ser
comum entre pessoas de descendéncia africana e se situar
eletroforeticamente na regidao proxima da Hb S em eletroforese alcalina,
sua avaliagdo € sempre importante. Por ser a Hb G Filadélfia uma
mutante de globina alfa, geralmente afetando um dos quatro genes alfa,
sua concentragao é quase sempre abaixo de 25%; além disso, quando
em heterozigose com a Hb A (Hb AG), é possivel separar as seguintes

hemoglobinas, conforme mostra a figura 6.6:

Hb A : (0?2B2) : 70 - 80%
Hb G : (0S2B2) : 20 - 25%
Hb A ; (ah2 82) : 1- 3%
Hb G> ; (af282): 0,5- 1%
Hb Fetal (ah2 v2) : 0- 1%
Hb G Fetal : (a®2 72) : 0-0,5%

Os portadores de Hb AG e Hb GG sao assintomaticos,
entretanto é possivel a ocorréncia da tripla heterozigose entre
hemoglobinas A, S e G Filadélfia, proveniente de pais com Hb AS e Hb

AG, conforme mostra o esquema a seguir:
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Pais — Hb AS X Hb AG

Globinas N Va oA ol / oP
BA /% BS. LB B
Tripla heterozigose - oM ph2 - HbA

of2B52 - Hb'S
af2 pA - Hb G
aCy BS SG (hibrido)

A tripla heterozigose forma um quarto produto hibrido a

Hb SG, conforme mostra a figura 6.7.

Hemoglobina Lepore (ou Hb Lepore) - A Hb Lepore é
uma hemoglobina variante, com migracdo similar a Hb S (ver tabela 6.3),
causada por um pareamento desigual do cromossomo 11 durante a
meiose. Como consequéncia dessa desigualdade na posicao das
cromatides irmds do cromossomo 11, o '"crossing-over" entre elas
promove a fusdao de uma parte do gene delta com outra do gene beta,
formando um gene hibrido delta-beta, além dos genes delta, gama e
beta. Esse gene hibrido delta-beta sequencia globinas em que a parte
inicial é formada por aminoacidos da globina delta e a parte final por

aminoacidos da globina beta, conforme mostra o esquema a seguir:

NH> _| l_ COOH Globina delta (Hb A2)
NH2 _| I— COOH Globina beta (Hb A)
NHz _| l_ COOH Globina delta-beta (Lepore)
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m 2>

SG

A
F Texas

Figura 6.6: Eletroforese de hemoglobina em agarose com pH alcalino,
com destaque para as mobilidades de Hb S e Hb G Filadélfia.
(1) e (5) sangue de recém-nascido com Hb A + Hb Fetal +
Hb Fetal Texas (mutante); (2) Hb AA; (3) Hb AS; (4) Hb
AG, com Hb G Fetal (a) e Hb G2 (b).

Figura 6.7: Eletroforese de hemoglobina em agarose com pH alcalino,
com destaque para a triplice heterozigose (Hb ASG). A Hb
SG* é uma forma hibrida proveniente da combinagao entre

aC2 e BSs.
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Dependendo do local em que ocorre a fusao delta-beta a
Hb Lepore pode originar pelo menos trés sub-tipos: Lepore Boston,
Lepore Baltimore e Lepore Holanda. Todas apresentam as mesmas
caracteristicas laboratoriais e eletroforéticas, sendo diferenciadas por
estudos de composicao peptidica da fusao delta-beta. A concentracao da
Hb Lepore em eletroforese alcalina é varidvel entre 5 e 15%, com Hb A:
normal ou diminuida; algumas vezes a Hb Fetal pode estar elevada.
Nesses casos, o quadro hematoldgico laboratorial é tipico de talassemia
beta menor com aniso-poiquilocitose, microcitose e hipocromia. Situagao
mais grave ocorre na homozigose da Hb Lepore, com quadro clinico e
laboratorial semelhante a talassemia maior ou intermédia. A eletroforese
de hemoglobina alcalina nas pessoas com Hb Lepore homozigota mostra
a presencga de Hb Fetal e Hb Lepore com concentragoes elevadas. A figura

6.8 ilustra as situacdes da Hb Lepore heterozigota e homozigota.

'... | é\‘ETAL
| S-LEPORE
-

5

GLOBINA
— ALFA LIVRE
;e i Sl

Figura 6.8: Eletroforese de hemoglobinas em agarose alcalina mostrando
em (1) Hb Lepore heterozigota com concentragao de 5%; (2)
Hb Lepore homozigota, com Hb Fetal + 70%, Hb Lepore + 15%,
Hb A (transfundida) + 15%, e tracos de Hb A;; (3) Hb SF de
um paciente com Hb S/B talassemia, com globinas alfa livre;
(4) Hb AC. Observe na amostra 2 que a acentuada elevacgao de

Hb Fetal prejudicou o fracionamento entre a Hb A e Hb Lepore.
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Listagem das Hemoglobinas Variantes

Ha cerca de 900 tipos diferentes de  hemoglobinas
variantes descritas na literatura cientifica. Desse total, cerca de
300 s3ao Hb Instdveis e que serdao abordadas no capitulo 9 -
Hb Instaveis); aproximadamente 100 variantes tém atividades funcionais
especificas, ex.: metaemoglobinemia por Hb M, Hb variantes com
afinidade aumentada ou diminuida pelo oxigénio, etc.; e cerca de 500
variantes sem alteracdes fisiopatoldgicas (excetuando as Hb S e Hb C)
importantes, ex.: Hb D, Hb J, Hb N, Hb O Anab, etc.

Para que seja possivel fazer uma consulta rapida a algum tipo
de Hb variante de interesse do leitor nés propomos fazer uma abordagem
referencial, baseada na sua posicdo eletroforética, usando eletroforese
alcalina (pH 8 - 9) em meios de acetato de celulose ou em gel de
agarose. Assim, consideraremos sete posicdes padroes em eletroforese
alcalina para efeito agrupamos cerca de 100 Hb variantes: Hb A (padrao
normal), Hb Fetal, Hb S, Hb C (todas mais lentas que a Hb A) e Hb K,
Hb J e Hb I (ambas mais rapidas que a Hb A) conforme mostra a figura
6.9.

S ]
B EIIILE
I R

Figura 6.9 - Posicoes padroes de Hb A em relacdao as hemoglobinas

Fetal, S e C (lentas) e ] e I (rapidas).
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As Hb variantes causadas por mutacdoes em globinas alfa e
beta, descritas com maior frequéncia na literatura, serdo agrupadas
conforme suas similaridades nas sete posicdes padrdoes da figura 6.9. As
mutantes de globinas delta e gama serdao apresentadas posteriormente.
Para cada grupo descrito sera indicado:

e Mutacdo de aminoacido(s) na globina

e Posicao na eletroforese em agar-acido (pH 5 a 6)
e Eritrograma

e Teste(s) especifico(s) de rotina analitica

e Caracteristicas da hemoglobina

As descricbes serao iniciadas pelo grupo de variantes
similares a Hb A, seguido na seqléncia das lentas (Fetal, S e C) e das
rapidas (K, J e I).

Hb variantes similares a Hb A

Essas variantes se devem a mutagbes que ocorrem
geralmente na superficie interna da molécula, nos contatos o!p! e a?p?
que dao estabilidade e nos contatos alp? e a?p! responsaveis pela
movimentacao molecular durante a oxigenacao. Por essas razoes a
maioria das trocas de aminoacidos envolvem os dos tipos hidrofébicos e
com pl muito proximos. Assim, essas mutacdes nao alteram a mobilidade
eletroforética alcalina, mas podem causar hemoglobinas instaveis ou
hemoglobinas com problemas na afinidade pelo oxigénio. A figura abaixo
destaca as principais Hb variantes e suas posicoes similares ou proximas
da Hb A que serao descritas conforme o seu posicionamento em
eletroforese em gel de agar acido, eritrograma, teste especifico e alguma

caracteristica de fundamental importancia.
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Hirosaki
Raleigh Malmo Hope

Etobicoke Strasbourg
Olympia

Volga

Perth
Hammersmith
Duarte
Rahere
Heathrow
Peterborough
Madrid
Rainier

York

Rush

N

Hb Hirosaki (o 47 Fen - Leu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +

Caracteristica: Hb Instavel

Hb Raleigh (B1 Val - Ala)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal

Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Afinidade diminuida ao O2

Caracteristica:  Hb com alteragao funcional



Hb Etobicoke (o 84 Ser — Arg)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +

Caracteristica: Hb Instavel

Hb Olympia (B 20 Val - Met)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb A

Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O>

Caracteristica: Hb com alteracao funcional

Hb Volga (B 27 Ala - Asp)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A

Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +

Caracteristica: Hb Instavel

Hb Perth ( 32 Leu - Pro)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +

Caracteristica: Hb Instavel
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Hb Hammersmith (B 42 Fen - Ser)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +

Caracteristica: Hb Instavel com cianose

Hb Duarte (B 62 Ala - Pro)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O>

Caracteristica: Hb com alteracao funcional

Hb Rahere (B 82 Lis — Tre)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao 02

Caracteristica:  Hb com alteragao funcional

Hb Heathrow (B 103 Fen - Leu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O>

Caracteristica: Hb com alteragao funcional

Hb Peterborough (B 111 Val - Fen)

Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal

Eritrograma: anemia
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +

Caracteristica: Hb Instavel



Hb Madrid (B 115 Ala - Pro)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia e reticulocitose
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade:+

Caracteristica: Hb Instavel

Hb Rainier (B 145 Tir - Cis)
Eletrof. agar-acido: entre Hb Ae Hb S
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O>

Caracteristica:  Hb com alteragao funcional

Hb York (B 146 His — Pro)
Eletrof. agar-acido: entre Hb A e Hb Fetal
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O>

Caracteristica: Hb com alteracao funcional

Hb Rush (B 101 Glu - GIn)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Instabilidade: +
MetaHb: aumentada
Obs.: em eletroforese alcalina pH 8,0 migra entre Hb Ae Hb S

Caracteristica: Hb Instavel
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Hb Malmo (B 97 His - GIn) (Figuras 5.10 e 5.11)
Eletrof. agar-acido: entre Hb A e Hb Fetal
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O2
Caracteristica: Hb com alteracgao funcional
Obs.: ver figuras 6.10 e 6.11

Hb Strasbourg (p 23 Val - Asp)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb A

Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O>

Caracteristica: Hb com alteracao funcional

Hb Hope (B 136 Gly - Asp)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal

Eritrograma: normal
Teste especifico: afinidade diminuida ao O

Caracteristica:  Hb com alteragao funcional



+

“.‘“MA““O
A

Meta Hb

- >

Az

i 2 3 4 5 6

Figura 6.10 - Eletroforese alcalina em acetato de celulose mostrando a
posicao eletroforética de Hb Malmo discretamente mais
rapida que a Hb A. O risco tragado é para mostrar a sutil
diferenca. Hb AA (1, 2, 3, 6); Hb AS (4); Hb A + Malmo

(5).
— W FETAL
—_ MALMO
e )
_ S

2 3T g 5 gk t

Figura 6.11 - Eletroforese em agarose acida. A Hb Malmo separou-se da
Hb A e situa-se entre esta e a Hb Fetal. Hb AA (1 e 3);
Hb AF (2 e 6); Hb AS (4); Hb A + Malmo (5).

Foto: Cortesia do Laboratdrio Santa Luzia de Floriandpolis.
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Hb variantes similares a Hb Fetal

A maioria das variantes que se posicionam como se fossem
Hb Fetal, ou proximo dessa posicdo padrao, se devem a mutacdes que
envolveram trocas de aminoacidos de pl diferentes, ex.: Glu - Gli, Glu —»
Asn, ou seja, se perde carga negativa de Glu ou Asp em troca de
aminoacidos neutros (“sem carga”). Algumas dessas trocas ocorrem em
regides internas que podem afetar a estabilidade ou a oxigenacao. A
figura abaixo apresenta algumas das principais variantes na posicao da
Hb Fetal, ou proximo a ela. Na descricdo detalhada de cada variante sera

apresentada sua concentracao média em heterozigose.

— \ \ +
3
C S F A K J I
l Fort Worth  Hb M

TAK Tarrant

Spanish Town Deer Lodge

Kempsey NeV\_/castIe

G San Jose Yakima
British Columbia
Burke

Hb Fort Worth (a 27 Glu - Gli)

Eletrof. agar-acido: similar a Hb A

Eritrograma: fenotipo de talassemia menor
Teste especifico: concentracdo de Hb = 5a 10%

Caracteristica:  Hb variante com fenétipo talassémico
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Hb Tarrant (o 126 Asp - Asn)
Eletrof. agar-acido: similara Hb S
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O2
Caracteristica: Hb com alteracgao funcional

Concentracao de Hb = 20%

Hb Deer Lodge (B 2 His — Arg)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb A

Eritrograma: normal

Teste especifico: baixa afinidade ao O

Caracteristica: Hb com alteracao funcional
Concentracao de Hb = 40%

Hb Newcastle (B 92 His - Pro)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb Instavel
Concentracao de Hb = 17%

Hb Yakima (B99 Asp - His)
Eletrof. &gar-acido: similar a Hb S
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O2
Caracteristica:  Hb com alteragao funcional

Concentracao de Hb = 35%



Hb British Columbia (B 101 Glu - Lis)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb C
Eritrograma: normal
Teste especifico: afinidade aumenta ao O2
Caracteristica: Hb com alteracgao funcional

Concentracao de Hb = 50%

Hb Burke (p 107 Gli - Arg)
Eletrof. agar-acido: similara Hb S
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb Instavel

Concentracao de Hb = 30%

Hb Tak (insercao de aminoacidos na C-terminal da globina alfa)
Eletrof. agar-acido: similara Hb S
Eritrograma: fenotipo de talassemia menor
Teste especifico: afinidade aumentada ao O>
Caracteristica: Hb com alteracgao funcional

Concentracao de Hb = 30%

Hb Spanish Town (a 27 Glu - Val)

Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentragdo: 12%

Caracteristica:  Hb variante sem alteragdes fisioldgicas
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Hb Kempsey (B 99 Asp - Asn)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal

Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao O2
Caracteristica:  Hb variante com alteracdo fisioldgica

Concentracao: 30%

Hb G San Jose (B 7 Glu - Gli) (Figura 5.12)
Eletrof. agar-acido: entre Hb S e Hb C
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentragdo: 40%

Caracteristica: Hb variante sem alteracgdes fisioldgicas (figura 6.12)

Hb M- M Boston (a 58 His - Tir)
M Iwate (a 87 His — Tir)
M Saskatoon (B 63 His — Tir)
M Hyde Park (B 92 His - Tir)

Eritrograma: anemia variavel e cianose

Teste especifico: curva de meta hemoglobina
Caracteristica:  Metaemoglobina elevada

Paciente cianotico
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Figura 6.12 - Eletroforese alcalina de hemoglobina em gel de agarose.
(1) Hb AA; (2) Hb A + G San Jose; (3) Hb SFM; (4) Hb
AF + A> aumentada; (5) Hb AS.
Obs.: A amostra 3 € um caso de Hb S associada a
talassemia beta ou S/Beta Talassemia, a letra M significa
a posicao da MetaHb S e o asterisco (*) indica a presenca
de globina alfa livre devido a talassemia beta. A amostra
4 é um caso de talassemia beta menor com Hb A: 5,6%
e Hb Fetal: 4,8%.

Hb variantes similares a Hb S

Um representativo nimero de Hb variantes migra na mesma
posicao que da Hb S. A maioria é diferenciada pela eletroforese acida,
com excegao da Hb Memphis e da Hb Hasharon. Quase todas as
mutacdes das Hb Variantes que migram na posicao da Hb S ocorreram na

superficie ou regido externa da globina alfa ou beta, locais que ndo
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produzem efeitos deletérios a molécula. Algumas outras, entretanto,
caracterizadas como Hb Instaveis, tem mutacdes em regides
estabilizadoras (a!p! ou a?p?) e regides invariantes.

Como serda possivel observar, o posicionamento eletroforético
dessas hemoglobinas se deve a troca de aminoacidos geralmente com
cargas negativas (Glu e Asp) por outros com cargas neutras (Val, GiIn,
Ala, etc.). Incluiremos algumas Hb Variantes que se posicionam também

entre Hb S e Hb C, conforme mostra a figura abaixo:

— B
§||| §§+

v
G (fi 6.7
Memphis (figura )

Hasharon (figura 6.13)
Seally

Arya

Montgomery

Russ

Persepolis

Daneshgah

O Indonésia Alabama

Koln / Ocho-Rios
Osu-Christianborg

Kenya Korle-Bu
Sabine (*) D - Besgrad

S - Antilhas

S - Providence
S - Oman

S - Travis
Leopore

/

Agenogi
Sabine (*)

(*) dupla fragao
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Todas as Hb Variantes listadas na posicdo eletroforética da
Hb S tem suas caracteristicas referentes a mutacdo, concentracao e
eletroforese em agar-acido apresentadas na tabela 6.3.

Descreveremos a seguir as Hb Variantes que se posicionam

na regiao intermediaria entre Hb S e Hb C.

Hb Hasharon (o 47 Asp — His)
Eletrof. agar-acido: similara Hb S
Eritrograma: discreta anemia microcitica e hipocrémica
Teste especifico: concentragao: 10 - 17%

Caracteristica: Hb variante discretamente instavel

Hb Agenogi (B 90 Glu - Lis)
Eletrof. agar-acido: entre Hb S e Hb C

Eritrograma: normal
Teste especifico: concentragao: 40 - 45%

Caracteristica:  Hb variante com alteracao fisioldgica

Hb Sabine (B 91 Leu - Pro) (figura 6.14)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb Instavel com duas posicdes eletroforéticas
entre Hb S e Hb C (figura 6.14).

Concentracao total de: 10%

Hb O Indonésia (o Glu - Lis)
Eletrof. agar-acido: entre Hb Ae Hb S
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentracao: 26%

Caracteristica:  Hb variante sem alteracgao fisiolégica
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Hb Koln (B 98 Val - Met) (figura 6.15)
Eletrof. agar-acido: entre Hb A e Hb Fetal
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb Instavel
Concentracao: 10 a 15% (figura 5.15)

v
A

HASHARON

A muTaNTE
A2 yormaL

1 2 3

Figura 6.13 - Eletroforese alcalina de hemoglobinas em gel de agarose.
(1) Hb A + Hb Hasharon, que migra na mesma posicao
de Hb S; (2) Hb AA; (3) Hb A com Hb A> mutante (Hb A:
Babinga)
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Figura 6.14 - Eletroforese alcalina de hemoglobina em acetato de
celulose. (1) Hb A + Hb Fetal aumentada [12%]; (2) Hb
A + Hb Sabine com duas fracdes a e b, e Hb Fetal
aumentada [3,8%]; (3) Hb AS.
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Figura 6.15 - Eletroforese alcalina de hemoglobinas em gel de agarose.
(1) Hb SS; (2) Hb SC; (3) Hb A + Hb Koln; (4) Hb AJ; (5) e (6) Hb CC.
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Hb variantes similares a Hb C

As Hb variantes que se posicionam na regiao da Hb C, com
excecdo da Hb E, ndo causam alteracdes fisiopatoldgicas, pois as
mutacdes envolvem regides externas da molécula. O posicionamento
lento dessas hemoglobinas variantes se deve geralmente a troca de
aminoacidos com cargas negativas (Glu e Asp) por outros de cargas
positivas (Arg, Lis e His). E importante destacar que na regiao de Hb C
situam-se a maioria dos mutantes de globinas delta, caracterizando as

variantes de Hb A, que serao abordadas no final deste item.

]
— \ +
N

C S Fetal A K J I
E
E Saskatoon
O Ardbia
C Harlem
C Ziguinchor

Hb E (B 26 Glu - Lis)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia microcitica
Teste especifico: Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb variante discretamente instavel

Concentracao: 20 a 25%
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Hb E Saskatoon (B 22 Glu - Lis)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentracao: 40%

Caracteristica:  Hb variante sem alteracao fisioldgica

Hb O Arabia (B 121 Glu - Lis)
Eletrof. dgar-acido: discretamente mais lenta que a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentragao: 35 - 45%

Caracteristica:  Hb variante sem alteragdes fisioldgicas

Hb C Harlem (B 6 Glu - Val / B 73 Asp - Asn)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb S
Eritrograma: fenotipo falcémico. Sem anemia na heterozigose
Teste especifico: falcizacdo positiva
Caracteristica:  Hb variante com fenétipo falcémico

Concentracao: 40%

Hb Ziguinchor (B 6 Glu - val / B 58 Pro - Arg))
Eletrof. agar-acido: similara Hb S
Eritrograma: fenotipo falcémico. Sem anemia na heterozigose
Teste especifico: falcizacdo positiva
Caracteristica:  Hb variante com fendétipo falcémico

Concentracao: 35%
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Hb variantes similares a Hb K

As hemoglobinas variantes com posicionamento
discretamente mais répido que a Hb A s3o em nUmero reduzido. E
provavel que esse fato se deva a dificuldade de visualizacdo ou da
deteccao por procedimentos eletroforéticos e cromatograficos. A figura
6.16 mostra a Hb K em heterozigose com a Hb A (AK) e é possivel
observar que a dificuldade na sua identificacdo eletroforética se deva a

sua proximidade com a Hb A.

1 2

Figura 6.16 - Eletroforese alcalina de hemoglobina em acetato de
celulose. (1) Hb AA com A, aumentada - paciente com
talassemia beta menor; (2) Hb A + Hb K (Hb AK).

O posicionamento desse grupo de Hb variantes se deve a
mutacdes que envolvem trocas de aminoacidos com ganho de carga
negativa, por exemplo: um aminoacido neutro (Gli) é trocado por outro
carregado negativamente (Glu). Entretanto a diferenca de pI da molécula

mutante em relacdo a Hb A é muito pequena e esse fato se caracteriza
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pela discreta mobilidade rapida da Hb variante. A figura abaixo mostra

algumas variantes tipicas desse fracionamento.

7

C S Fetal A K ‘ J

-+

K Ibadan

K Woolwich
Tacoma
Providence
New York
Camden
Hope

Litlle Rock
Moscova

Hb K Ibadan (B 46 Glu - Glu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal

Teste especifico: concentracdo: 45%

l

Lufkin
Austin
Pyrgos
Hiroshima
Grady

Caracteristica:  Hb variante sem alteragao funcional

Hb K Woolwich (B 132 Lis - GIn)

Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal

Eritrograma: fenotipo de talassemia beta menor

Teste especifico: concentracao: 35%

Caracteristica:  Hb variante com fenétipo talassémico
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Hb Tacoma (B 30 Arg - Ser)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb instavel sem causar anemia

Concentracao: 40%

Hb Providence ( 82 Lis — Ans)
Eletrof. agar-acido: dupla fragcdo proximo a Hb Fetal
Eritrograma: normal
Teste especifico: dupla fragao na regido de Hb K
Caracteristica:  Hb variante com dupla fracdo

Concentracgao total: 50%

Hb New York (p 113 Val - Glu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb instadvel sem causar anemia

Concentracao: 50%

Hb Camden (B 131 GIn - Glu)
Eletrof. agar-acido: entre Hb A e Hb Fetal
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentracao: 35 - 45%

Caracteristica:  Hb variante sem alteragodes fisiolégicas
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Hb Hope (B 136 Gli — Asp)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal

Eritrograma: normal
Teste especifico: afinidade diminuida ao O

Caracteristica:  Hb variante com alteracdo fisioldgica

Hb Little Rock (B 143 His - GIn)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb Fetal
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao 02

Caracteristica:  Hb variante com alteracgao fisioldgica

Hb Moscova (p 24 Gli — Asp)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb variante instavel

Concentracao: 17%

Hb Lufkin (B 29 Gli - Asp)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb variante instavel

Concentracao: 35%



Hb Austin (B 40 Arg - Ser)
Eletrof. agar-acido: entre Hb A e Hb Fetal
Eritrograma: normal
Teste especifico: afinidade aumentada ao O2
Caracteristica:  Hb variante com alteracdo funcional

Concentracao: 45%

Hb Pyrgos (B 83 Gli — Asp)
Eletrof. dgar-acido: entre Hb A e Hb Fetal

Eritrograma: normal
Teste especifico: concentragdao 50%

Caracteristica:  Hb variante sem alteragao fisioldgica

Hb Hiroshima (B 146 His — Asp)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb Fetal
Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: afinidade aumentada ao 02
Caracteristica:  Hb variante com alteracgao fisiolégica

Concentracgao: 50%

Hb Grady (o 118 - 119 insergao de Glu - Fen - Ter)
Eletrof. agar-acido:
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentracdao: 15%
Caracteristica:  Hb variante sem alteragao fisiolégica

Hb variantes similares a Hb J

O numero de hemoglobinas variantes com mobilidade rapida
e descrita como similares a Hb J sdo cerca de 60 tipos. A maioria dessas

variantes se deve a mutagdoes na globina alfa e, por essa razao, suas

88



concentracdes sdo abaixo de 25%. Esse fato decorre devido a mutacdo
atingir apenas um gene alfa dos quatro existentes, assim admite-se que
25% da sintese de globina alfa esteja afetada.

A figura 6.17 mostra a eletroforese alcalina de dois casos de
Hb AJ com mutacao na globina alfa, comparada com amostras de Hb AA
e Hb AS.

J
....A
A

AJ AS AA Al

Figura 6.17 - Eletroforese alcalina de hemoglobina em gel de agarose,
com o fracionamento de Hb AJ, Hb AS e Hb AA.

Por ser de facil identificacdo as variantes que se posicionam
na regiao de Hb J sao descritas simplesmente como Hb J, destacando os
locais de suas identificacbes: ] Paris, ] Oxford, etc. Mas ha outras
variantes que nao incluem a letra J na sua identificagao, conforme mostra

a figura abaixo.
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Tipos de ] .
(tabela 6.4) Anantharaj
Hofu

Otawa
Chesapeake
J Calabria
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Tabela 6.4 - Identificacao de 25 variantes denominadas por Hb J

selecionadas entre as 62 descritas até o presente.

Hb J Mutacao Eritrograma Agar-acido Concent. Alteracao
Toronto o 5 Ala-Asp Normal ~ Hb A 20% -
Wenchang o 11 Lis-Glu Normal ~ Hb A 20% -
Paris o 12 Ala-Asp Normal ~ Hb A 25% -
Oxford o 15 Gli-Asp Normal ~ Hb A 25% -
Kurosh o 19 Ala-Asp Normal ~ Hb A 25% -
Tashi a 19 Ala-Glu Anemia ~ Hb A 20% -
Nyanza o 21 Ala-Asp Normal ~ Hb A 20% -
Medellin a 22 Gli-Asp Normal ~ Hb A 17% -
Sardegna o 50 His-Asp Normal ~ Hb A 25% -
Abidjan a 51 Gli-Asp Normal ~ Hb A 23% -
Rovigo o 53 Ala-Asp Normal ~ Hb A 20% -
Buda o 51 Lis-Asn Normal ~ Hb A 20% -
Habana a 71 Ala-Glu Normal ~ Hb A 18% -
Singa o 78 Asn-Asp Normal ~ Hb A 27% -
Broussais a 90 Lis-Asn Normal ~ Hb A 15% -
Rajappan a 90 Lis-Ter Normal ~ Hb A 17% -
Capetown a 92 Arg-GIn Eritrocitose ~ Hb A 20% Afinidade T
Tangariki a 115 Ala-Asp | Anemia ~ Hb A 20% (tal. a)
Cubujuki o 141 Arg-Ser | Normal ~ Hb A 18% -
Lens B 13 Ala-Asp Normal ~ Hb A 35% -
Baltimore B 16 Gli-Asp Normal ~ Hb A 40% -
Bangkok B 56 Gli-Asp Normal ~ Hb A 33% -
Lonie B 59 Lis-Asn Normal ~ Hb A 30% -
Cambridge B 69 Gli-Asp Normal ~ Hb A 35% -
Guantanamo B 128 Ala-Asp | Anemia ~ Hb A 37% instavel

hemolitica

Hb Hofu (B 126 Val - Glu)

Eletrof. agar-acido: similar a Hb A

Eritrograma: normal

Teste especifico: Instabilidade: +

Caracteristica:

Hb variante Instavel

Concentracao: 40%
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Hb Otawa (a 15 Gli - Arg)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: concentracao de 18%

Caracteristica:  Hb variante sem alteracao funcional

Hb Chesapeake (o 92 Arg - Leu)
Eletrof. dgar-acido: pouco mais lenta que a Hb A

Eritrograma: eritrocitose
Teste especifico: Afinidade aumentada ao Oz
Caracteristica:  Hb variante com alteragao funcional

Concentracao: 25%

Hb J Calabria (B 64 Gli - Asp)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: Concentracao de 38%

Caracteristica:  Hb variante sem alteracdo funcional

Hb Anantaraj (o 11 Lis - Glu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A

Eritrograma: normal
Teste especifico: Concentracao: 45%

Caracteristica:  Hb variante sem alteracgao fisiolégica

Hb variantes similares a Hb I

Sao poucas as hemoglobinas variantes com a mobilidade

rapida da Hb I. A similaridade de sua posicao inclui, além de trés
diferentes tipos de Hb I, a Hb H (figuras 6.18 e 6.19) e as Hb N que se

posicionam entre as Hb J e Hb 1.
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Figura 6.18 - Eletroforese alcalina, com destaque para as hemoglobinas
rapidas J e I. (1), (2) e (4) Hb AC; (3) Hb CC; (5) e (7)
Hb AJ; (6) Hb AI. Observar a fracdo I> (o!2 8*,) formada

pelo fato da Hb I ser variante de globina alfa.
‘ H

Figura 6.19 - Eletroforese alcalina de hemoglobinas em gel de agarose.

n>

Destaque para a posicao da Hb H que migra na regiao de
Hb I.

A rapida mobilidade da Hb I se deve a troca de cargas
elétricas motivada por mutacdes que retiram aminodcidos de carga
positiva (ex.: Lis) e a entrada de outros de carga negativa (ex.: Glu).
Diante disso a fracdao se move com extrema rapidez no procedimento

eletroforético. A figura abaixo representa a posicao da Hb I com algumas
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variantes que se posicionam de forma similar e outras discretamente

menos rapidas.

-}

i,
77
.

]
\ \
C S Fetal A K J I
|
Hb I
Hb I Tolouse
Hb H

Hb N Baltimore
Hb N Seatle

Hb I (o 16 Lis - Glu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: Concentracao: 25% - Hb I,

Caracteristica:  Hb variante sem alteragao fisioldgica

Hb I Tolouse (B 66 Lis — Glu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: anemia hemolitica
Teste especifico: Pesquisa de Heinz: +
Instabilidade: +
Caracteristica:  Hb variante Instavel

Concentracao: 40%

Hb H (B4 - Talassemia alfa)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: varidvel (normal - anemia)
Teste especifico: Talassemia alfa

Caracteristica:  Concentracdes de 0,5 a 25%
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Hb N Baltimore (B 95 Lis - Glu)
Eletrof. agar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: Concentracdao: 50%

Caracteristica:  Hb variante sem alteracao fisioldgica

Hb N Seatle (B 61 Lis - Glu)
Eletrof. dgar-acido: similar a Hb A
Eritrograma: normal
Teste especifico: Concentracao: 45%

Caracteristica:  Hb variante sem alteragao fisiolégica

Hemoglobinas variantes de Hb A>

As variantes de Hb A> se devem a mutagdes que ocorrem na
cadeia polipeptidica da globina delta. Ha cerca de 15 variantes, todas com
fenotipo normal; apenas duas apresentam alteracdes fisioldgicas de
instabilidade e aumento da afinidade pelo oxigénio, sem consequéncias
para seus portadores. As concentracdes dessas variantes sao em torno de
0,5 a 1,8%, fato que muitas vezes passam desapercebidos ao analista.
Eletroforeticamente, @ metade dessas variantes se  posicionam
discretamente mais lentas que a Hb A> normal e a outra metade um
pouco mais rapido, conforme mostra a figura abaixo de dez variantes de
Hb A>. A figura 6.20 mostra uma variante da Hb A, conhecida como

A> Babinga que migra discretamente mais lenta que a Hb A> normal.
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A, Coburg (8 116 Arg - His) - rara

A Flatbush (5 22 Ala - Glu) - rara
A, Zagreb (86 125 GIn - Glu) rara

A Victoria (8 Gli — Asp) - rara

A; Babinga (8 136 Gli — Asp) - rara

A> NYU (8 12 Asn - Lis) - rara

A; Sphankia (8 82 His - Arg) - rara
B> ou A’; (6 43 Glu - Lis) - a mais comum
A> Manzanares (§ 121 Glu - Val) instavel

A> Melbourne (6 43 Glus - Lis) - rara

'...‘A

HASHARON
A.
o ‘c=A,

Figura 6.20 - Eletroforese alcalina de hemoglobina em gel de agarose.
Da esquerda para a direita: (1) Hb A + Hasharon; (2)

Hb A + Babinga (homozigose para Hb Babinga); (3) e (5)

Hb A + A, Babinga (heterozigose para Hb Babinga; (4)
Hb AC.
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Hemoglobinas variantes de Hb Fetal

As variantes da Hb Fetal sdo identificadas somente no periodo
entre o nascimento até o sexto més de idade, quando ha elevada
concentragdao de Hb Fetal. Dessa forma, a quase totalidade das
identificagdes dessas variantes sao descritas em recém-nascidos. A figura
6.21 mostra a Hb F Texas, uma variante muito lenta da Hb Fetal que se
posiciona eletroforeticamente atras da Hb A, ou da Hb C. Como é possivel
notar nessa figura, o portador tinha Hb A + Hb Fetal + Hb Fetal Texas,

pois era recém-nascido.

m >

F Texas

Figura 6.21 - Eletroforese de hemoglobina em agarose com pH
alcalino, (1) e (5) Hb AF + F Texas; (2) Hb AA; (3)
Hb AS; (4) Hb AG; (a) Hb Fetal; (b) Hb Ga.

Ha cerca de quarenta variantes de Hb Fetal e quase todas sao
eletroforeticamente mais lentas, algumas entre Hb S e Hb A,. Apenas trés
sao mais lentas que a Hb A>: Hb F Texas 1, Hb F Texas 2 e Hb F Carlton.

A figura abaixo mostra algumas dessas variantes.
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A: S Fetal A

F Malaysia (y 1 Gli-Cis) rara

F Osaka ((y 63 His-Tir) rara

F La Grange (y 101 Glu-Lis) rara

F Aukland (y 7 Asp-Asn) rara
F Marietta (y 80 Asp-Asn) rara

F Columbus (y 94 Asp-Asn) rara

F Malta (y 117 His-Arg) rara

F Texas 1 (y 5 Glu-Lis) rara
F Texas 2 (y 6 Glu-Lis) rara
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Analises eletroforéticas de hemoglobinas normais, anormais,

variantes e associadas a talassemias.

1. HEMOGLOBINAS A e A>

A

_ A

AA  [3menor

As hemoglobinas sdo proteinas complexas de estrutura quaternaria
que desempenham o transporte de oxigénio e participam do
equilibrio acido-basico.

Cada eritrocito contém, em média, cerca de 300 milhGes de
moléculas de hemoglobinas (ex.: HCM = 30pg).

Apds o sexto més de vida de uma pessoa com sintese normal para
hemoglobinas é possivel identificar com clareza as Hb A e Hb A..
Essa identificacdo se faz por métodos de fracionamento protéico,
dos quais o mais conhecido é a eletroforese de acetato de celulose
em pH alcalino. Além das Hb A e Hb A, pode aparecer a Hb Fetal,
cuja concentracdo atinge no maximo 1%; na maioria das vezes esta
ausente. A concentracao da Hb A é varidvel de 96 a 98% e a Hb A>
de 2 a 4%.

Uma pessoa com concentragdes normais para hemoglobinas A, Az e
Fetal é identificada por Hb AA.
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Quando a Hb A, estd aumentada (>4% até 8%) é sugestivo de que
o portador tenha talassemia beta menor. Para esses casos ha

necessidade de comprovacoes clinicas e hematoldgicas.

2. Hb VARIANTES COMUNS E RARAS

- AR A+ AC AGC SC SF SS AS

Esse grupo de oito analises mostra hemoglobinas normais (Hb AA),
Hb variantes comuns (AC, SC, SF, SS e AS), Hb variante rara (AGC)
e um caso em que a deficiéncia de ferro diminui a Hb Az (A*).
Analise especifica de cada amostra:

Hb AA -  Padrao normal com Hb A (96,7%) Hb Az (3,3%).

Hb A* - Hb Az diminuida (0,6%) em paciente com ferropenia.

Hb AC - Heterozigose de Hb C, prevalente em 0,5% na

populacdo brasileira. A Hb C é uma mutante de globina
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beta (B 6 Glu — Lis) e tem origem africana. O portador é

assintomatico.

Hb AGC - Situacao muito rara de dupla heterozigose. A Hb C,
como se viu acima, € uma mutante de globina beta,
enquanto a Hb G é mutante de alfa (o 68 Asn — Lis). E
provavel que os pais do paciente sejam portadores de

Hb AC e Hb AG, e a heranca ocorreu da seguinte forma:

Pais:
Hb AC X Hb AG

aspBs =HbA
asPBs | =HbG

o,Bs |=HbA

osBs |=HbC

aspBy| =HbG

o B5| = Hb GC (hibrido)

O portador de Hb AGC é assintomatico.
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Hb SC -

Hb SF -

Hb SS -

Hb AS -

Dupla heterozigose que caracteriza a doenca falciforme
SC. O paciente padece de anemia hemolitica moderada

a grave. Prevaléncia no Brasil de 1:20.000.

Nesse caso com a Hb Fetal elevada (22,5%) associada a
Hb S (73,4%) e Hb A, (4,1%), com VCM e HCM
diminuidos, trata-se da interacdo de Hb S com
talassemia beta, ou Hb S/tal. beta. Prevaléncia na
populacao brasileira 1:30.000. O paciente padece de
anemia moderada a grave.

Anemia falciforme, ou homozigose de Hb S. A anemia é
quase sempre acentuada. A prevaléncia na populacdo
brasileira é de 1:10.000.

Traco falciforme. O portador é assintomatico e a
prevaléncia na populacdo brasileira é de 2,1%. Na Bahia
a prevaléncia varia entre 5 a 10% devido ao predominio
da populagao negra, enquanto que em Santa Catarina a
prevaléncia é de 0,5% devido a marcante colonizagao

européia.
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3. FAMILIA COM Hb S/TALASSEMIA BETA

4
Aic

-e-
4 F
-

A interacao entre Hb S e talassemia beta, ou Hb S/tal. beta, como
mostra a andlise de n® 3 na eletroforese, €& caracterizada
clinicamente como doenca falciforme. O estudo eletroforético revela,
quase sempre, o perfil de Hb SF, com concentragao de Hb F (ou
Fetal) entre 5 e 20%. Geralmente os pais sao assintomaticos, como
nesse caso; a analise n® 4 é o pai, com talassemia beta menor
(Hb Az: 5,3% e Hb Fetal: 3,1%, ambas elevadas) e a mde (n° 5) é
portadora de traco falcémico. A analise n°® 1 é um padrdao normal
para hemoglobina (Hb AA) enquanto que a de n® 2 é um padrao
com Hb Fetal elevada, obtida de um recém-nascido (Hb AF).

No presente caso de Hb S/tal. beta (n® 3) é possivel observar
elevacao de meta Hb S (identificada por M) e por globinas alfa livres
(comuns na talassemia beta) e identificada por (*).

O desempenho qualitativo dessa eletroforese foi excelente e
permitiu a identificacdo do grupo de hemoglobinas glicadas (Aia,

A1b, Aic € A1q) identificadas como Aic.
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4. Hb H E TALASSEMIA ALFA

AC AR 7
T

A talassemia alfa é a mais prevalente alteracdo genética da
hemoglobina em todas as populagdes mundiais. Sob o ponto de
vista clinica ha quatro categorias de talassemia alfa: minima,
menor, intermédia e maior.

A caracterizacao laboratorial da talassemia alfa se faz pela pesquisa
eletroforética da Hb H. O presente caso € de talassemia alfa minima
em que a concentracao de Hb H é 2,5%, o eritrograma do paciente
apresentava valores normais com discreta alteracao na morfologia
eritrocitaria. No Brasil, a tal. alfa minima tem prevaléncia de 20 a
30%. H& paises no Sudeste Asiatico em que a prevaléncia de
talassemia alfa minima chega a 70%. Nos paises africanos a
prevaléncia varia entre 10 e 50% e nos paises europeus entre 5 e
20%.

Na presente eletroforese confrontamos a Hb AH (tal. alfa minima)
com a Hb AC. Observe que a Hb A; do paciente com Hb AH esta
diminuida - é um fato constante na talassemia alfa a diminuicao de
Hb A..
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5. Hb INSTAVEL (Hb KOLN)

(1)

(2)

+
A
.
A
ANIDRASE
-
CADEIAS
ALFA
\ LIVRE
HB
INSTAVEL —_
1—2-3 4

Talassemia beta menor com a Hb A> aumentada (A2 > 4%)
Eritrograma com microcitose e hipocromia (Hb: 13,3g/dL;
VCM: 68 fL; HCM: 26 pg)

Hb Instdvel em paciente do sexo feminino, 32 anos, branca.
Observar um rastro identificado por (*), além da visivel fracdo
espalhada atras do ponto de aplicacdo e que é composta por
cadeias livres de globinas alfa. Trata-se da Hb Instavel
denominada por Hb Koln (mutacdao no residuo 98 da globina
beta: Valina — Metionina).

O eritrograma evidenciou anemia moderada (Hb 9,8 g/dL),
VCM: 96 fL com macrocitose e policromasia devido a
reticulocitose de 33%; hipocromia (HCM: 24 pg); corpos de
Heinz em 70% dos eritrécitos e metaemoglobina aumentada
(5,5%). Observar que a Hb A> do paciente com Hb Koln

apresenta-se em posicao diferente aos das amostras (1) e (4).
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E importante destacar que o hemolisado para eletroforese da
hemoglobina Instavel foi feito com a saponina a 1%, por isso
foi possivel visualizar as cadeias alfa livres.

(3) Sangue do paciente com Hb Instavel. O hemolisado foi feito
com cloroférmio que destrdi as evidéncias da Hb Koln (*) e
das cadeias alfa livre. Apenas a Hb A, conserva a posigao
deslocada em relagdao a Hb A, das amostras (1) e (4).

(4) Amostra de hemoglobina normal — Hb AA
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6. HEMOGLOBINA INSTAVEL POLIMERIZADA

(1)

(2)

(3)

A1”.—Fetal
_d -
Az
go - -
Nb
~a =
1 2 3
AA A? AF

Hb AA - hemoglobinas normais.

Obs.: Hb A; é a forma antiga de designar a Hb A.

Hb A + Hb Instavel - Paciente com 12 anos, masculino,
branco, apresentou anemia moderada (Hb: 8,6 g/dL),
morfologia eritrocitaria com anisocitose e poiquilocitose, com
destaque para “células mordidas”, reticulocitose de 17%,
presenca de corpos de Heinz em 50% dos eritrdcitos,
metaemoglobina elevada (6,7%) e bilirrubina total e indireta
aumentadas.

As fracdes de hemoglobinas (a), (b) e (c) sao polimeros da
Hb Instdvel. E muito comum a Hb A; (d) das hemoglobinas
instaveis apresentar-se discretamente acima da Hb A> normal.
Hb AF - Hb Fetal aumentada, com concentracao de 5%, em
paciente portador de talassemia beta menor.

(GV: 5 x 109/mm3; Hb: 10,3 g/dL; Ht: 37%; VCM: 74 fL;
HCM: 20,6 pg; RDW: 18)
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7. Hb KORLE-BU ASSOCIADA AS TALASSEMIA ALFA, BETA* E
DELTA

A Hb Korle-Bu é uma variante rara, mutante de globina beta
(B 73 Asp — Asn), e de origem africana. Na eletroforese se posiciona
discretamente mais lenta que a Hb S (primeira amostra a
esquerda).

O presente caso pertencia a um paciente com anemia microcitica e
hipocrémica (Hb: 10,1 g/dL, VCM: 72 fL e HCM: 20,2 pg). Todos os
testes para Hb S foram negativos. Ao submetermos a amostra
hemolisada com saponina a 1% observamos que a Hb anormal
(Korle-Bu) era pouco mais lenta que a Hb S, apresentava Hb H
(8,5%), a Hb A, estava ausente e havia cerca de 5,0% de Hb A. Na
eletroforese se trata da primeira anadlise a esquerda e identificada
por Hb A*H; o * foi colocado antes da analise molecular que revelou
ser Hb Korle-Bu. Um dos pais era heterozigoto para Hb Korle-Bu e
Hb H (Hb A/ Korle-Bu/ tal. alfa) e outro tinha p*/8° talassemia
menor. As outras duas analises (Hb AS e Hb AA) foram colocadas na

eletroforese como padrdes de avaliagao.
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8. ELETROFORESE DE FOCALIZACAO ISOELETRICA PARA
HEMOGLOBINAS

- |
- N
-“fk"l“‘“‘ a A
- ]
- i - S
- " * - EAt
AR ] 2. 3 % 53 B 1

Esta eletroforese pode ser feita em gel de agarose ou poliacrilamida.
Mistura-se a um desses géis um composto quimico conhecido por
anfolina e que é capaz de dispor a composicao desses géis em faixas
especificas de pH variaveis entre pH 1 a pH 14. Ao aplicar amostras
de hemoglobinas nesses géis, a medida que a hemoglobina A, S,
Fetal, C, I, etc, se desloca, encontra seu ponto isoelétrico idéntico ao
do pH da faixa, e assim ocorre a precipitacao da hemoglobina
(focalizagdo). Observe nesta foto a nitida separacdo das
hemoglobinas A, F, S, C, E, A2 I, N, J e Aic. A amostra identificada
pelo nimero 1 é de um caso de talassemia beta menor com elevacdes
de Hb F e Hb Az; a amostra n® 2 é um padrao com Hb A, F, S, I e N;
a de n° 3 é de Hb AJ e duas outras variantes ndo identificadas; a de
n° 4 e n% 6 sdo de Hb AS (traco falciforme); a de n® 5 é Hb AE e a de
n® 7 é Hb AC.
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9. Hb PORTO ALEGRE (Beta 9 Serina — Cisteina)

A
F
S
PORTO

ALEGRE
Az
AC,

- - g—————n (\

1 2 3

A mutagao que deu origem a Hb Porto Alegre é capaz de formar dois
ou mais polimeros desta variante a medida que o hemolisado se torna
envelhecido.

Observe na aplicagao 1 que a Hb Porto Alegre tem duas fragoes
(polimeros), uma na posicao proxima da Hb C (mais concentrada) e
outra na posicdo similar de Hb S. E um caso de heterozigose, pois
esta associada a Hb A. As aplicacbes 2 e 3 sao amostras de um
paciente com anemia falciforme (Hb SS) com discreta concentragao
de Hb A - resquicio de uma transfusdao de sangue - e tracos de Hb
Fetal.
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10. DOENCA DE Hb H E OUTRAS VARIANTES COMUNS

l.”

n >

A doenca de Hb H se caracteriza quando trés ou quatro genes de

AC

globina alfa estdo com suas sinteses diminuidas em relacdo a globina
beta. Algumas vezes trés genes alfa podem ter bloqueio total de
sintese ou os quatro genes alfa podem ter sinteses parciais de globina
alfa. Além de anemia com graus moderado a grave observavel no
eritrograma, as eletroforeses de hemoglobinas em pH alcalino ou pH
neutro permitem a identificacdo da Hb H. O presente caso em
eletroforese alcalina em gel de agarose mostra Hb H com
concentracao de 12%,; trata-se de um paciente com a doencga de
Hb H (Hb: 9,6 g/dL; VCM: 67 fL; HCM: 19 pg). As outras variantes
sao Hb CC (homozigose), Hb SC (doenca falciforme), Hb AS (traco
falciforme) e Hb AC (heterozigose).
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11. HB INSTAVEL: SANTA ANNA (BETA 88 LEU - PRO) -
ELETROFORESE

¥ - -

e - a0
SCF AX AN cG G AC

A eletroforese em agarose alcalina mostra da esquerda para a direita
as seguintes hemoglobinopatias:

a) Hb SCF - sangue de crianca com quatro meses de idade portadora
de doenca falciforme por Hb SC e com Hb Fetal elevada devido a
idade.

b) Hb AX - A representacao X € para a hemoglobina instavel
denominada por Santa Anna. A fragdao anormal é difusa e situa-se
entre a Hb S e Hb C. O paciente apresentou na oportunidade anemia
moderada (Hb 8,8 g/dL, VCM: 78 fL e HCM: 26 pg), presenca de
corpos de Heinz (préxima foto, n® 12) e teste de instabilidade térmica
positiva (foto n© 13).

c) Hb AN - A Hb N é uma variante de globina beta (95 Lis-Glu) que
migra mais rapido que a Hb A e nao é patoldgica.

d) Hb CC - Homozigose da Hb CC, com discreta anemia microcitica e
hipocrémica (Hb: 10,7 g/dL; VCM: 68 fL e HCM: 24 pg).

e) Hb CC - idem

f) Hb AC - Heterozigoto da Hb C (AC) sem conseqliéncia clinica.
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12. HB INSTAVEL: SANTA ANNA (BETA 88 LEU - PRO) - CORPOS
DE HEINZ

A mutacao do aminoacido leucina por prolina ocorre na regiao interna
da molécula de hemoglobina, justamente onde ha os contatos
guimicos entre as globinas alfa e beta. Com a mutacdo esses contatos
ficam fracos, a molécula se desestabiliza e ocorre a precipitacdo da
globina beta mutante. Os precipitados da globina beta mutante
dentro dos eritrocitos formam agregados protéicos que se coram e

sao conhecidos por corpos de Heinz.
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13. HB INSTAVEL: SANTA ANNA (BETA 88 LEU - PRO) -
PRECIPITACAO

PADRAO PACIENTE

10 minutos 10min 30 min

O teste de precipitacdo da Hb Instavel é feito a temperatura de 50°C
por 60 minutos. A Hb Santa Anna precipitou aos 10 minutos -
comparar com o padrao - e a globina beta se sedimentou no fundo do
tubo aos 30 minutos. Este é o teste de instabilidade térmica para

hemoglobinas instaveis.
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CAPITULO 7: DOENGA FALCIFORME

Co-autor: Flavio Augusto Naoum
Fenotipos, genétipos e haplétipos

A doenca causada pelas células falciformes se caracteriza por
um conjunto de sinais e sintomas provocados pela deformacao de milhdes
de eritrécitos com hemoglobina S (Hb S) induzidos pela desoxigenagao.
Esses eritrocitos com Hb S quando oxigenados (oxi-Hb S) se apresentam
morfologicamente normais ou discdides no sangue; eventualmente podem
ser observados alguns eritrocitos afoicados ou falcizados (figura 7.1).
Entretanto, ha situagdes em que o processo de falcizagdao é muito intenso
devido a elevada concentracdao de Hb S desoxigenada (desoxi-Hb S),

conforme mostra a figura 7.2.

iy o .

¢aw

Figura 7.1 - Esfregaco de sangue periférico de paciente com anemia
falciforme controlada, mostrando maior numero de

eritrocitos discdides em relagcao aos falcizados.
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Figura 7.2 - Esfregaco de sangue periférico de paciente com anemia
falciforme, coletado durante crise dolorosa, mostrando

varios eritrocitos falcizados e em vias de falcizacdo.

O primeiro relato a respeito da doenca das células falciformes
data de 1910, quando J.B. Herrick publicou um artigo cientifico na revista
americana Arquivo de Medicina Interna sobre a presenca de eritrécitos
com a forma de foice em um paciente negro com anemia grave, ictericia e
fortes dores nas articulagdes. A partir desse artigo outras publicagdes de
casos semelhantes foram divulgadas, inclusive identificando a origem
hereditaria das células falciformes. Entretanto, todas essas comunicacoes
destacavam apenas a diversidade clinica da doenca com relagdo a
gravidade e ao desenvolvimento da patologia.

Todavia, todos os trabalhos descritos até 1949 apresentavam
a doenca das células falciformes pelas caracteristicas visiveis do processo
anémico especifico, associado a presenca de células falcizadas no
esfregaco de sangue periférico e com notavel prevaléncia entre negros ou
descendentes africanos. Essa associacdo de caracteristicas muito
semelhantes fornecia o fenotipo de uma doenca que era causada pelas
células falciformes, e por isso essa patologia hematoldgica passou a ser

conhecida por doenca das células falciformes. N3ao obstante, ainda
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continuava sem explicagcdo convincente a grande diversidade clinica e
hematoldgica entre os doentes falcémicos. No ano de 1949 Linus Pauling
juntamente com seus colegas de laboratério conseguiram separar por
meio de eletroforese a hemoglobina anormal que causava a falcizagao
eritrocitaria, que foi denominada por "sickle hemoglobin" (ou hemoglobina
falcizante). Para facilitar a divulgacdo cientifica desta hemoglobina
anormal tomou-se por referéncia a primeira letra da palavra "sickle",
surgindo entao a Hb S.

O processo eletroforético foi de grande importancia para o
entendimento clinico, genético e hematoldgico dos doentes falcémicos,
pois sua aplicacdo permitiu explicar que a diversidade clinica e
hematoldgica estava relacionada com a concentracdao da Hb S, bem como
sua associacdo com outras hemoglobinas. Assim foram identificadas varias
situagdes da doenga em que a concentracdo da Hb S era variavel. Hb S
com concentragdes préximas de 95-98% foi geneticamente caracterizada
por Hb SS (homozigose da Hb S) e a doenca foi especificamente
denominada por anemia falciforme. Outros pacientes que, além de
células falciformes continham também eritrocitos microciticos e
hipocromicos, apresentavam em suas eletroforeses a Hb S associada com
Hb Fetal, ou Hb F, e por isso identificados como Hb SF, foram
caracterizados como doentes da anemia micro-drepanocitica e
atualmente sao conhecidos por Hb S / talassemia beta ou
Hb S / B tal. Com o passar do tempo, o aperfeicoamento técnico da
eletroforese permitiu a identificagao de associacdes de Hb S com outras
hemoglobinas variantes, e assim foram descritas as Hb SC, Hb SD e
Hb SO Arabia; essas associacbes foram nominadas por doencas
falciformes SC, SD e SO Arabia, respectivamente. Outras interacdes
mais raras como sao os casos da anemia falciforme associada a
talassemia alfa pela presenca de Hb S e Hb H conjuntamente, e entre
Hb S e Hb Fetal elevada - caracterizada por persisténcia hereditaria de Hb
Fetal (PHHF), foram denominadas por Hb SS / Talassemia alffae Hb S

/ PHHF. Finalmente, o caso mais comum é a presenca concomitante da
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Hb S e Hb A (Hb AS) no portador do traco falcémico, ou heterozigoto
falcémico, clinicamente assintomatico e com eritrograma normal, onde a
concentracdao da Hb S é menor que a Hb A. Essas associacdes de Hb S
com outras fragcdes normais e anormais de hemoglobinas, inicialmente
estabelecidas por eletroforeses de hemoglobinas, e confirmadas por
estudos nos familiares desses pacientes caracterizaram os diferentes
genotipos da doenca das células falciformes (figura 7.3). Dessa forma, o
conjunto dos resultados laboratoriais e sintomas clinicos permitiram

diferenciar adequadamente os genétipos de Hb S (tabelas 7.1 e 7.2).

-+
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..:

AS AA SS SC

C

Figura 7.3 - Eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose, pH
8.6, mostrando da esquerda para a direita 0s genoétipos
Hb AS (heterozigoto de Hb S); Hb AA (padrdao normal);
Hb SS (homozigose de Hb S) e Hb SC (dupla heterozigose
de Hb S e Hb C).
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Tabela 7.1 - Genotipos de Hb S relacionados com alteracoes
laboratoriais.
Genotipos Hb (g/dl) Ht (%)
Média Média Hb S Hb F Hb A

(variacao) (variacao) % % %
SS 7,0 22 90 - 2-10 Zero
(SS e SF)” (5-9) (18 - 30) 100
S/p° Tal. 8,0 25 70-90 5-20 Zero
(SF)* (7 - 10) (20 - 35)
S/p* Tal. 9,0 30 50-80 5-10 10 - 40
(SFA) (8 -11) (25 - 35)
SD 10 30 40 - 60 - HbD: 40 -
(SD)* (8 -12) (25 - 35) 60
SS/Tal a 8,0 30 80-90 10-20 HbH: 1 a
(SFH)* (6 - 10) (25 - 30) 10%
scC 11 30 40 - 60 - HbC: 40 -
(SC)* (9 - 13) (25 - 30) 60
S/PHHF 12 35 60 -80 15-30 Zero
(SF)* (10 - 14) (30 - 40)
AS k%) 13 40 30 - 40 - 60 - 70
(AS)” (12 - 16) (38 - 50)

(*) Principais fragdes de hemoglobinas identificadas por

alcalina.

eletroforese

(**) O gendtipo da Hb AS nao é considerado como doenca das células

falciformes. Foi incluido apenas para efeito de comparacdo. O portador

de Hb AS é assintomatico.
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Tabela 7.2 - AlteracOes eritrocitarias mais comuns nos diferentes

genotipos da doenca das células falciformes.

Genétipo Alteracoes eritrocitarias mais comuns
SS Células falcizadas e em alvo. Hipocromia e policromasia.
Eritroblastos. Corpos de Howell - Jolly. Reticulocitose (*).

Corpos de Heinz (*).

S/B Tal (**) Células falcizadas, microcitose, dacriécitos e células em

alvo. Hipocromia e policromasia. Reticulocitose (*).

SS/ o Tal. Anisocitose, microcitose, hipocromia e policromasia. Poucas

células falcizadas.

SC Anisocitose, poiquilocitose, células em alvo, cristais de Hb

C, hipocromia. Poucas células falcizadas.

SD Anisocitose, poiquilocitose, hipocromia. Poucas células
falcizadas.

S/PHHF Discreta anisocitose e anisocromasia. Poucas células
falcizadas.

AS (***) Normocitose e hormocromia.

(*) Visiveis quando coradas com azul de crezil brilhante a 1%.
(**) Inclui os gendtipos S/B° Tal. (ou SF) e S/B* Tal. (ou SFA).
(***)0O gendtipo AS nao é considerado como doencga falciforme. Foi

incluido apenas para efeito de comparacao.
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Durante anos os casos clinicos de doencas das células
falciformes foram classificados sem que fossem conhecidas as causas
que deram origem a Hb S. Em 1956, Ingram estabeleceu quimicamente
pela técnica de "fingerprinting" de peptideos (figura 7.4) a diferenca entre
Hb A e Hb S. Constatou que se devia a mutacdo do sexto aminoacido da
globina beta - o acido glutamico pela valina, assim representado (Hb S:
B6 Glu — Val).

Figura 7.4 - Fingerprints (eletroforese associada a cromatografia em
papel de filtro) de péptidos obtidos apds digestdao de
tripsina das globinas de Hb AA e Hb SS. A seta A indica o
péptido normal que contém os onze primeiros
aminoacidos da globina beta normal. A seta S mostra a
nova posicao deste mesmo péptido pertencente a Hb S. A
mudanca de posicdo se deve a mutacdao de acido
glutamico por valina. O circulo branco representa a area
em que o péptido normal deveria estar. A analise dos
aminoacidos que compdem esse péptido revelou que o
sexto aminoacido (acido glutamico) fora substituido por

outro diferente (valina).

Em 1978 Kan e Dozy descreveram a sequéncia de bases

nitrogenadas do gene da globina beta normal (Hb A) e da globina beta S
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(Hb S). Em 1980 esses mesmos pesquisadores estudaram a evolugao da
Hb S por meio de técnicas de biologia molecular em varios doentes
falcémicos e concluiram que apesar da mutacdao da Hb S ser a mesma em
todos eles, haviam diferencas entre as seqiiéncias de bases nitrogenadas
ao longo do agrupamento de genes da globina beta, sem que essas
sequéncias diversificadas influenciassem na sintese da hemoglobina S.
Esses estudos realizados por fracionamento das sequéncias de bases
induzidas por enzimas extraidas geralmente de bactérias (endonucleases),
permitiram estabelecer que a Hb S originou em pelo menos trés regides
da Africa: Senegal, Benin e Bantu. Atualmente acredita-se que além
destas trés regides, outras duas regides, uma na Africa (Camardes) e
outra na Asia (Arédbia e India) também sofreram o impacto da mutacao da
Hb S. Essa diferenciacdo antropoldgica identificada por técnicas de
biologia molecular entre pessoas doentes com Hb S é conhecida por
haploétipos. Até o presente sdao conhecidos os haplétipos Benin, Bantu,
Senegal, Camardes, Arabe-Indiano e Atipicos. Os estudos antropoldgicos e
hematoldgicos realizados com pacientes com anemia falciforme (Hb SS) e
submetidos as analises de seus hapldtipos, revelaram que os haplétipos
Benin e Bantu estao relacionados com maior grau de anemia quando
comparados com os haplétipos Senegal, Camardes e Arabe-Indiano
(tabela 7.3), provavelmente devido a persisténcia da Hb Fetal nesses trés

haplotipos.
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Tabela 7.3 - Relacao entre a gravidade da anemia falciforme (Hb SS)

com os diferentes hapldétipos de Hb S.

Bantu 50-8,5 5-7 ++++

Senegal 8,0-9,0 8-10 ++

Arabe-Indiano ~ 9 15 - 20

(++++) muito grave; (+++) grave; (++) moderado; (+) discreto
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Principais evidéncias clinicas

A doenca falciforme (DF) compreende um grupo de
hemoglobinopatias com repercussao clinica significante, caracterizada pela
heranca do gene falciforme em pelo menos um dos pais. Os principais
genotipos que compdem a DF resultam da homozigose para o gene da
Hb S ou anemia falciforme, e da dupla heterozigose composta entre o
gene da Hb S e outras variantes como Hb C e Hb D (ex.: Hb SC e Hb SD),
bem como na interacdao com a talassemia beta (ex.: Hb SF ou S/beta
talassemia). Além disso, individuos com anemia falciforme podem ser
portadores também de talassemia alfa ou de persisténcia hereditaria da
hemoglobina fetal (PHHF). O conhecimento dos diferentes gendtipos da DF
faz-se necessario em virtude de suas implicacdbes no quadro clinico e
progndstico dos pacientes. O fendtipo expressado nessa doenga também
sofre influéncia dos diferentes haplotipos do gene falciforme e seus
efeitos pleiotrépicos.

As manifestacdes clinicas decorrentes das sindromes
falciformes sdo extremamente varidveis entre os pacientes e no mesmo
paciente ao longo de sua vida. Anemia e fenOmenos vaso-oclusivos sao as
complicagdes mais freqlientes que determinam o quadro clinico desses
pacientes, caracterizado basicamente por exacerbacdes ou ‘"crises",
entremeados por periodos relativamente assintomaticos, e complicagbes
crObnicas que podem acarretar disfungdo organica grave e sequelas
permanentes.

Os sintomas comegam a aparecer ainda no primeiro ano de
vida, com a diminuicdo da concentracao de Hb Fetal nos eritrécitos. Na
primeira década de vida, predominam complicacbes agudas como
infeccdes, sindrome toracica aguda (STA), sequestro esplénico e acidente
vascular cerebral (AVC). No paciente adulto grande parte das
intercorréncias clinicas decorre de lesdes organicas crbnicas, como
insuficiéncia renal, doenca pulmonar e insuficiéncia cardiaca, efeitos

tardios de lesdes cerebrovasculares prévias, disfuncao hepatica e das vias
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biliares, sequelas motoras resultantes do comprometimento do sistema
musculo-esquelético, entre outros. A crise dolorosa é a complicacdo mais
comum, sua frequéncia e intensidade sdo altamente variaveis entre os
pacientes, e podem ocorrer isoladamente ou acompanhando fatores
predisponentes como infeccao, desidratacdao, alteracdo brusca de
temperatura, estresse fisico ou emocional. Algumas manifestacdes clinicas
sao mais comuns em determinados gendtipos, como a retinopatia nos
pacientes com Hb SC e necrose avascular de cabeca de fémur na
anemia falciforme associada a talassemia alfa. Por essa razao a
abordagem e acompanhamento do paciente com doencga falciforme devem
ser multidisciplinares envolvendo além do hematologista, pediatras,
cardiologistas, cirurgides, ortopedistas, oftalmologistas, obstetras,
psiquiatras, e sub-especialidades dentro de cada uma destas disciplinas.

Além dos problemas médicos, a DF tem repercussao em varios
aspectos da vida do paciente, como interagao social, relagbes conjugais e
familiares, educacao e emprego. Nos paises subdesenvolvidos somam-se
as dificuldades ja mencionadas, a precaria assisténcia a saude dispensada
as populacdes carentes.

Nos paises desenvolvidos, os individuos com DF sobrevivem
em geral além da quinta década de vida, a mortalidade na infancia é
reduzida e a principal causa de Obito é a sindrome toracica aguda. No
entanto, nas regides que nao implementaram medidas preventivas como
triagem neonatal e administragdo precoce de penicilina profilatica na
infancia, as infeccdes continuam liderando as causas de ébito.

O tratamento dos portadores de DF consiste basicamente em
analgesia nas crises dolorosas, suporte transfusional esporadicamente
ou regularmente (p.ex. AVC), indugdao da sintese de Hb Fetal com
hidroxiuréia e butiratos, e medidas especificas para os diversos tipos de
complicagdes que ocorrem nestes pacientes. O transplante de medula
0ssea embora sendo a Unica possibilidade de cura para esta doenca, é um
procedimento que envolve alta morbidade e mortalidade e sua indicacao

deve ser precoce e precisa.
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Diagnédstico laboratorial da doenca falciforme

As técnicas utilizadas para avaliar amostras de sangue
encaminhadas ao laboratério com suspeitas de doenca falciforme incluem
testes que podem ser subdivididos em quatro grupos: a) confirmatorios
da presenca de Hb S nos eritrocitos: teste de falcizacdao ou teste de
solubilidade; b) determinantes de genoétipos (AS, SS, SC, etc.):
eletroforeses de hemoglobinas em meios alcalino e 4&cido,
isoeletrofocalizacdo, dosagem de Hb Fetal, e cromatografia liquida de alta
pressao (HPLC); c) determinantes de haplotipos por meio de técnicas
de biologia molecular; d) monitoragao: hemograma, contagem de
reticuldcitos, morfologia eritrocitaria, dosagens de: ferritina, bilirrubina,
acido urico, fosfatase alcalinag, desidrogenase lactica (LDH) e
metaemoglobina, e pesquisas intracelulares de corpos de Heinz, Hb H e
Hb Fetal.

Cada grupo de testes tem sua importancia na informacgdo de
dados para fundamentar com seguranca o diagnostico completo da doenca
falciforme. Entretanto, para dimensionar sua importancia no conjunto de

informagoes, comentaremos cada um dos testes apresentados.

Teste de falcizacao: é um teste de avaliagao qualitativa que determina a
presenca ou auséncia de Hb S nos eritrécitos. Seu principio se baseia na
inducao da falcizacdo por meio da desoxigenacao da hemoglobina por
drogas redutoras num microambiente formado no espaco entre lamina e
laminula. Varios fatores interferem na sensibilidade e reprodutibilidade do
teste, entre os quais se destacam a proporgcao entre os volumes de
sangue e da droga redutora, falha na vedacao do microambiente, e tempo
de reacdo. O teste de falcizacdo é o menos indicado devido ao baixo grau
de resolucgao, pois quando positivo nao diferencia o estado de associagao
genética (gendtipo) da Hb S (Hb SS, Hb SF, Hb SC, Hb AS, Hb SD). Além
disso, ha muitos casos de "falso negativo", ou seja, eritrécitos com Hb S

gue submetidos ao teste de falcizagao nao falcizam.
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Teste de solubilidade: esse teste é fundamentado no maior grau de
insolubilidade da Hb S em comparacao com a Hb A, em solugao
hipertbnica contendo potente droga redutora (ditionito de sodio). Apds
misturar o sangue do paciente (suspeito de doenca falciforme) com a
solucao hiperténica redutora, pode ocorrer ou nao a turvagao da mistura.
A turvacao indica insolubilidade da Hb S, enquanto que a transparéncia da
mistura evidencia a auséncia da Hb S. O teste tem baixa
reprodutibilidade, podendo permanecer transparente mesmo na presenca
de Hb S. Também ¢é um teste qualitativo, ou seja, a turvacao ou

insolubilidade da mistura nao indica o tipo de associacao da Hb S.

Eletroforese alcalina de hemoglobina: a eletroforese alcalina é assim
denominada devido ao fato do tampao utilizado para esse fim ter pH
variavel entre 8 e 9. Nessa faixa de pH a mutacao que deu origem a Hb S
(B6 Glu — Val) promoveu uma mudancga de carga elétrica da molécula de
Hb S, tornando-a menos negativa em relagao a Hb A. Assim, quando
amostras de sangue com diferentes gendtipos sdao submetidas a
eletroforese, a Hb S se move eletricamente de forma mais lenta que a
Hb A (ver figura 6.5, capitulo 6 - Hemoglobinopatias). Ha dois tipos de
eletroforese alcalina de hemoglobina que sao usados com maior
frequéncia em laboratérios: o acetato de celulose e a agarose. Os dois
testes apresentam excelentes padrdoes de qualidade técnica, permitindo a
qualificacdo dos principais gendtipos de doencas falciformes (tabela 7.1 e
figura 7.4), entretanto, como se pode ver pela figura 6.5 do capitulo 6
(Hemoglobinopatias) e da relacao de hemoglobinas variantes que migram
na mesma posicao da Hb S (tabela 6.3, capitulo 6 de Hemoglobinopatias),
€ necessario um meio de comprovacao de que a hemoglobina variante em
guestao seja realmente a Hb S. O melhor meio para comprovar é a

eletroforese acida de hemoglobinas.
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Figura 7.4 - Eletroforese alcalina de hemoglobinas em gel de agarose.
Diferenciacdao da mobilidade eletroforética dos gendtipos
SC, SF e AS. Os tracos de Hb A nos genotipos SC e SF se
devem a sangue transfundido em ambos pacientes que

cederam as amostras de sangue para analise.

Eletroforese acida de hemoglobina: essa eletroforese é sempre
realizada em gel de agarose tamponada em solugao de citrato ou fosfato
com pH variavel entre 5 e 6, por isso &€ também conhecida por agarose
acida. Embora o principio basico seja a movimentacdo da molécula de
hemoglobina induzida por sua carga elétrica (ou ponto isoelétrico), na
realidade um outro fator importante interfere na mobilidade elétrica - a
eletroendosmose. A eletroendosmose é um fendmeno fisico-quimico que
se deve a interacdo elétrica entre as proteinas da agarose com as
diferentes moléculas de hemoglobinas. E por essa razdo que a Hb Fetal se
move com maior rapidez que a Hb A na eletroforese acida (figura 7.5),
uma vez que na eletroforese alcalina a Hb Fetal é mais lenta que a Hb A.
Mas o grande mérito da eletroforese acida é diferenciar a Hb S das outras
22 principais hemoglobinas variantes que migram na mesma posicao
quando submetidas a eletroforese alcalina. A tabela 6.3 (capitulo 6 -

Hemoglobinopatias) lista essas hemoglobinas variantes em relacdao a suas
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mobilidades na eletroforese em agarose 4acida. Entre essas 22
hemoglobinas variantes que tem a mesma mobilidade da Hb S em
eletroforese alcalina, a Hb D Los Angeles é a mais frequente em nossa
populacdao. Assim, € comum o uso da expressao "diferenciar a Hb S da
Hb D". Dessa forma, a aplicacdo conjunta das eletroforeses alcalina e
acida de hemoglobinas tem importante funcao no estabelecimento dos
diferentes gendtipos de hemoglobinas, conforme mostra a figura 6.5 do

capitulo 6.

1 2 3
- Fetal
- e .
had S s
= « »  +

Figura 7.5 - Eletroforese acida de hemoglobinas em gel de agarose. (1)
Hb ASF em sangue de recém-nascido; (2) Hb AS; (3) Hb
AA. Devido ao processo fisico-quimico de eletroendosmose

a Hb Fetal migra com maior rapidez que a Hb A.

Isoeletrofocalizagcdao: ¢ também conhecida por eletroforese de
focalizacdo isoelétrica. Nesse tipo de eletroforese as proteinas sao
fracionadas de acordo com o seu plI ao longo de um gradiente de pH
variavel entre 5 e 14 que se forma durante a composicao do gel. Este
gradiente é estabelecido por um conjunto de anfdlitos carregados

isoeletricamente que permite identificar cerca de 80 tipos diferentes de
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hemoglobinas variantes. A IEF apresenta algumas vantagens sobre outros
procedimentos eletroforéticos e cromatograficos. As vantagens em relagao
as eletroforeses se devem ao fato das excelentes resolugdes obtidas para
separar hemoglobinas variantes cujo pl difere entre 0,02 a 0,001. As
vantagens sobre os procedimentos cromatograficos se revelam pela
quantidade de amostras requeridas - 10 a 50ul na IEF, enquanto na
cromatografia liquida de alta pressdo (ou HPLC) sdo necessarios 200 a
300ul, e principalmente por permitir a andlise de varias amostras por vez
(20 a 100 amostras). Sao essas razoes que influenciaram o uso IEF no
"screening" para Hb S em sangue de recém-nascidos. O fracionamento
das hemoglobinas A, F, S, D e C por IEF tem alto nivel de resolucao,
permitindo inclusive a diferenciacao entre as Hb S e Hb D (figura 7.6).
Devido ao alto custo operacional, seu uso tem sido restrito a pesquisa
laboratorial de fragbes variantes, e em "screening" de hemoglobinas -
onde o elevado numero de andlises por eletroforese oferece uma relacao

custo-beneficio compensadora.

Figura 7.6 - C S F A
Eletroforese de focalizagao isoelétrica
(isoeletrofocalizacao) em gel de agarose. (1) "pool" de
hemoglobinas A, F, S e C. (2) Hb AD. Por meio da
isoeletrofocalizacdo é possivel obter fracionamentos de
hemoglobinas com excelente nitidez, além de diferenciar

as mobilidades das hemoglobinas S e D.
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Dosagem de Hb Fetal: a determinacao da concentracdo de Hb Fetal é
fundamental em duas situacOes especificas: anemia falciforme e
Hb S/talassemia beta, conforme mostra a tabela 7.1. Ha uma relacao
direta entre concentracdao de Hb Fetal associada a Hb S, e o nivel de
hemoglobina total (g/dl) e o hematdcrito. Da mesma forma, a elevagao da
concentracdo de Hb Fetal nos diferentes haplotipos de Hb S reduz a
intensidade da gravidade clinica (tabela 7.3). A concentracao de Hb Fetal
€ usualmente determinada por meio do teste bioquimico da resisténcia
alcalina desta hemoglobina. Entretanto, ha outras formas de avaliacao
quantitativa da Hb Fetal por metodologia imunoldgica e por densitometria
do fracionamento obtido na eletroforese acida de hemoglobina (figura
7.5). A metodologia imunolégica tem boa sensibilidade e
reprodutibilidade, porém o seu custo é alto. A densitometria da Hb Fetal
dificilmente apresenta resultado coincidente com o obtido pela
determinagao bioquimica da resisténcia alcalina, isto se explica devido a
densitometria ser um método essencialmente fisico, enquanto a
resisténcia alcalina é quimico. A opcdo por um dos trés métodos requer a
padronizacao e obtencdo dos valores de normalidade (média e desvio

padrao).

Cromatografia liquida de alta pressiao (HPLC): € um processo de
troca catidnica onde moléculas com cargas positivas sao adsorvidas em
uma fase estacionaria da coluna cromatografica, seguida por suas eluigdes
induzidas pela passagem de um liquido (fase mével) com altas
concentracbes de cations. O eluato é detectado opticamente e
quantificado computando a &rea do grafico correspondente a fracdo
eluida. A automacdo da HPLC promove esse processo com grande
eficiéncia e precisdao, permitindo a quantificacdao de hemoglobinas A, Az e
Fetal, bem como de hemoglobinas variantes. Assim, as hemoglobinas A,
Az, Fetal, S, C, O Arabia, D Los Angeles, e G Filadélfia podem ser
separadas uma das outras. Entretanto, seu uso deve ser sempre

monitorado por eletroforeses alcalina e 4acida, uma vez que ha
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sobreposicao de fragdes, como sao os casos da Hb Lepore e Hb Korle-Bu
que sobrepde a Hb Az. Na HPLC a Hb A, pode estar falsamente elevada na

presenca de Hb S.

Biologia molecular: o agrupamento de genes da globina beta no
cromossomo 11 humano é uma das regides polimorficas mais bem
estudada por técnicas de biologia molecular. A utilizacdo de diferentes
enzimas de restricao permite a ruptura de ligacdes entre determinadas
sequéncias de bases nitrogenadas, fato que determinou a qualificacdo dos
cinco hapldtipos. Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de
relacionar esses haplotipos com a diversidade clinica que se verifica entre
pacientes com anemia falciforme (tabela 7.3). Por outro lado, a biologia
molecular tem sido usada para a identificacdo pré-natal de anemia
falciforme por meio da enzima Mst II que fragmenta o DNA da globina BS
diferentemente da fragmentacdao do DNA da globina pA. Esses fragmentos
submetidos a eletroforese de DNA em gel de agarose permitem a
separacao do fragmento do DNA da globina BS (com 1,35 Kb) do DNA da
globina BA (com 1,15 Kb). Uma outra aplicacdo da biologia molecular é
usada na diferenciacao da Hb S de outras hemoglobinas variantes que
migram eletroforeticamente em posicdao similar a da Hb S, como sdo os
casos da Hb D Los Angeles e Hb Korle-Bu, entre outras. Nesses casos, 0
DNA extraido é amplificado e submetido a acdo da digestdao enzimatica
com diferentes enzimas de restricdao. O material resultante da digestao é
submetido a eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida que
permite, apés a revelacdo das bandas, a identificagdo da Hb

variante.

O hemograma: é uma analise que contempla diversas provas efetuadas,
com a finalidade de avaliar quantitativa e qualitativamente os
componentes celulares do sangue. Os itens avaliados incluem: contagem
de eritrécitos, concentracdao da hemoglobina total, hematdcrito, indices

hematimétricos, leucdcitos totais, contagem diferencial de leucdcitos,

132



plaquetas, e analises morfoldgicas de eritrocitos, leucocitos e plaquetas. A
importancia do hemograma nas doencas das células falciformes se
destaca sob dois aspectos: no monitoramento hematoldgico do paciente e
no auxilio do diagnédstico diferencial entre a anemia falciforme e a
interacdo Hb S/talassemia. Assim, os indices VCM (volume corpuscular
médio) e HCM (hemoglobina corpuscular meédia) tem grande
importancia na diferenciacdo entre Hb SS e Hb S/talassemia,

conforme mostra a tabela 7.4.

Tabela 7.4 - Diferenciacao dos principais genétipos de Hb S relacionados
aos valores de hemoglobina (Hb g/dl), volume corpuscular
médio (VCM), reticuldcitos e Hb Fetal.

Doenca Gendtipo = Hb (g/dl) VCM (fl) Reticuldcitos Hb Fetal
(%) (%)
Anemia BS / BS 5-9 85 -110 10 - 20 2-10
Falciforme aa / ao
Hb S/tal o* BS / BS 6-10 70 - 80 5-10 2-20
a- / a-
Hb SC ps / BS 9-13 75 - 85 5-10 1-5
ao / ao
Hb S/tal p° Bs / B° 7 -10 60 - 70 5-15 5-20
ao / ao
Hb S/tal p* BS / B* 9-11 60 - 70 5-10 5-10
* % ao / ao

* - Delegdo de dois genes alfa
**- Em eletroforese identificam-se as fracoes de Hb A, F e S; a Hb S tem

concentracao maior que a Hb A.

Morfologia eritrocitaria: é quase sempre muito diversificada pela

presenca de células falciformes, em alvo, dacridcitos, esquisdcitos,
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eritroblastos, policromasia, corpos de Howell-Jolly, pontilhados baséfilos,

microcitos e macrocitos, principalmente.

Contagem de reticulocitos: a reticulocitose € comum nas doencas das
células falciformes (tabela 7.4), e tem importancia como marcador
biolégico do grau da eritropoiese. A pesquisa de corpos de Heinz na
ldamina em que se avalia a contagem de reticuldocito fornece
subjetivamente o grau de oxidacao da Hb S. Da mesma forma, utilizando
a técnica da contagem de reticuldcitos, € possivel pesquisar a presenca de
precipitados intra-eritrocitarios de Hb H para estabelecer a interacdo do

gendtipo de Hb S com talassemia alfa.

Ferritina: é a mais importante proteina de reserva de ferro. E encontrada
em todas as células, especialmente naquelas envolvidas na sintese de
compostos férricos, no metabolismo e na reserva de ferro. A dosagem de
ferritina € o mais fiel indicador da quantidade de ferro armazenada no
organismo. Na caréncia de ferro, a ferritina diminui antes das alteracdes
dos niveis de ferro sérico e das alteragcdes da morfologia eritrocitaria. Sua
concentracdo esta elevada em politransfundidos, nas anemias hemoliticas
e megaloblasticas, e nas lesbes hepaticas. Por fazer parte do grupo de
proteinas da fase aguda, a ferritina se eleva em respostas as infecgOes,
traumatismos e inflamagdes agudas. Muitos doentes falciformes sao
submetidos a constante reposicdao de concentrado de eritrocitos, fato que
caracteriza o "regime" de politransfusdo. Os eritrécitos transfundidos
aumentam a sobrecarga de ferro e, assim, a dosagem de ferritina se

apresenta como sensivel marcador dessa situagao.

Bilirrubina: é o principal produto do metabolismo do grupo heme. Cerca
de 70% da bilirrubina sao provenientes da destruicao de eritrdcitos
velhos, 15% provém de fontes hepaticas, e 15% se deve a destruicdo de
eritrocitos defeituosos na medula éssea. Assim, no caso das doencas das

células falciformes a excessiva quantidade de eritrécitos defeituosos induz
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sua destruicao precoce e, consequentemente, eleva a concentragao de

bilirrubina indireta para valores acima de 5mg/dl.

Acido Grico: é o maior produto do catabolismo das purinas. Diversos
fatores como dieta, predisposicao genética, sexo, idade, peso,
medicamentos, uso de alcool, e associagdo com outras patologias como
diabetes mellitus e disturbios lipidicos podem alterar os valores séricos e
desencadear o desequilibrio entre a absorcao e a excregao de acido Urico.
A hiperuricemia ocorre quando a concentracao de acido Urico ultrapassa
os valores de referéncia. Entre as varias causas que aumenta o acido Urico
no sangue destacam-se as anemias hemoliticas devido a reutilizagdo de
acidos nucléicos provenientes da degradacao da globina motivada pela
precoce destruicdo dos eritrdcitos, fato comum nas doencas das células
falciformes. Portanto, nesses casos, a elevacao do nivel de acido Urico é

consequéncia da hemadlise.

Fosfatase alcalina: é uma enzima presente em praticamente todos os
tecidos do organismo, e em especial nas membranas das células dos
tubulos renais, ossos, placenta, trato intestinal e figado. Assim, a
fosfatase alcalina encontrada no soro € resultante da presenca de
diferentes isoenzimas provenientes de diferentes érgaos, porém com
predominio das fragdes dsseas e hepaticas. Na pratica clinica, a grande
utilidade estd na investigacao de doencas hepatobiliares e doencas dsseas
gue cursam com aumento da atividade osteoblastica. Na anemia
falciforme é frequente a ocorréncia de calculos biliares (colelitiase) devido
a bilirrubinemia desencadeada pelas crises de hemdlise, situacdes que

elevam a concentragao sérica de fosfatase alcalina.

Desidrogenase lactica (LDH): é uma enzima intracelular que induz a
oxidacao reversa do lactato em piruvato. Estd amplamente distribuida em
todas as células do organismo, concentrando-se especialmente no

miocardio, rim, figado, eritréocitos e musculos. A elevacdo da LDH estd
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relacionada em todas as situacdes em que ocorre grande destruigcao
celular, como sdo os casos das anemias hemoliticas e megaloblastica,
insuficiéncia cardiaca congestiva, doengcas musculares, lesdes hepaticas, e
neoplasias, entre outros. Nas doengas falciformes associadas a crises de
hemolises, a LDH apresenta-se com concentracdes elevadas, fato que a

caracteriza como sensivel marcador bioldgico da destruicao de eritrécitos.

Metaemoglobina: a constante oxidacdo da Hb S eleva o nivel de
metaemoglobina. Quando a concentracdo da Hb S é maior que 50% a
metaemoglobinemia desencadeia a degradacao da Hb S com formacgao de
corpos de Heinz. Todo esse processo provoca lesdes na estrutura da
membrana do eritrocito falciforme, induzindo sua destruicdao pelos
macréfagos. Assim, a dosagem de metaemoglobina nas doencgas das
células falciformes se apresenta como importante indicador bioldgico

relacionado a oxidacao da Hb S.

Pesquisas intracelulares de corpos de Heinz, Hb H e Hb Fetal: os
corpos de Heinz sdo precipitados de globinas o ou B que se aderem a
membrana do eritrécito sob a forma de estruturas circulares. Quando a
proporcao de eritrocitos com corpos de Heinz é maior que 1 para 1000
eritrécitos normais € indicativo de processos oxidativos da hemoglobina.
Nas doencas das células falciformes € comum a presenga elevada de
corpos de Heinz em proporgdes variaveis entre 1:50 a 1:200. A pesquisa
de Hb H intraeritrocitaria € necessaria quando se suspeita de talassemia
alfa. A talassemia alfa de um gene afetado € comum na populacao
brasileira, com prevaléncia entre 15 a 25%, e sua identificacao se faz pela
presenca de tracos de Hb H na eletroforese alcalina de hemoglobina em
acetato de celulose e também por meio da precipitacao intra-eritrocitaria
de Hb H com corante redox (azul de crezil brilhante ou violeta de metil).
Por ser uma lesdao em apenas um gene alfa, dos quatro existentes, é
muito dificil estar associada com alteracdes hematoldgicas e clinicas. Por

outro lado, quando a lesao envolve dois genes alfa € comum a anemia
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microcitica e hipocrémica de grau leve. A prevaléncia da alteracao de dois
genes alfa afetados na populacao brasileira é varidavel em 3 a 5%. Assim,
a interacao entre anemia falciforme (Hb SS) e talassemia alfa com um ou
dois genes alfa afetados € comum em nossa populacdao. As alteracoes
hematoldgicas na interacdo de Hb SS/talassemia alfa sdo menores
quando comparadas com a anemia falciforme "pura" (Hb SS) conforme
mostra a tabela 7.4. Tecnicamente as pesquisas intracelulares de
corpos de Heinz e de Hb H obedecem o mesmo procedimento de
incubacao de sangue total com azul de crezil brilhante, cujas diferencas
morfoldgicas podem ser apreciadas nas figuras 7.7 e 7.8.

A pesquisa intracelular de Hb Fetal se faz por meio da técnica de eluigao
acida no esfregaco de sangue total, em que Hb A é retirada (ou eluida)
dos eritrocitos, enquanto que a Hb Fetal permanece dentro da célula. Apds
contra-coloragdo com eritrosina, ou até mesmo com Giemsa, € possivel
determinar a forma de disposicdo dos eritrocitos contendo Hb Fetal.
Quando nao ha Hb Fetal os eritrécitos apresentam-se desprovidos de
hemoglobina. Quando a distribuicdo é heterogénea, ou seja, presenca
concomitante de eritrocitos corados (indicativo de Hb Fetal) e vazios
(indicativo de Hb A eluida), é sugestivo de talassemia menor ou maior.
Quando todos os eritrocitos apresentam-se corados homogeneamente se
trata de persisténcia hereditdria de Hb Fetal (PHHF). Ha dois grupos
especificos de gendtipos de Hb S associados com Hb Fetal , quais sejam:
Hb S / talassemia beta e Hb SS / PHHF. No primeiro grupo a associagao &
interativa entre o gene BS e o gene B™, com anemia microcitica e
hipocrodmica e anemia variavel entre grave (Hb S/tal p°) a moderada (Hb
S/tal p*), conforme mostram a tabela 7.1 e tabela 7.4. No segundo grupo
situa-se a associacdao entre a anemia falciforme com PHHF, onde a Hb
Fetal elevada inibe o processo de polimerizacao da Hb S fato que favorece
o desempenho fisiolégico da oxigenacdo, diminuindo a intensidade da

anemia, bem como das manifestagdes clinicas.
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Figura 7.7 - Precipitados intra-eritrocitarios de corpos de Heinz em

pessoa com anemia falciforme.

Figura 7.8 - Precipitados de Hb H em eritrocitos de pessoa com

talassemia alfa.
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Hb AS - Traco falciforme ou falcemia heterozigota

O traco falciforme caracteriza o portador assintomatico,
laboratorialmente representado pela associacao das hemoglobinas A e S,
ou Hb AS. A concentracao da Hb S no traco falciforme é sempre menor
que da Hb A, variando entre 30 e 40% (ver tabela 7.1 e figura 7.3).
Eventualmente, quando associado com anemia ferropriva ou talassemia
alfa, a concentracao da Hb S pode se situar abaixo de 30%. Pelo fato da
menor concentracdgo da Hb S em relacdo a da Hb A, o portador
heterozigoto nao padece da doengca e nao apresenta alteragoes
hematoldgicas.

Os processos vaso-oclusivos sob condigdes fisioldgicas
normais inexistem, e, portanto, nao ha mortalidade e nem morbidades
seletivas. Geralmente detecta-se o portador de Hb AS em estudos
populacionais e pré-natal, ou em analises de familiares com membros
portadores do gene da Hb S. No Brasil a prevaléncia média de Hb AS é
proxima de 2,0% na populacdo total, entretanto se considerarmos
somente pessoas de cor negra a prevaléncia média é por volta de 5%,
com grandes diferencas regionais. Entre pessoas de cor branca a
prevaléncia média de Hb AS é varidvel entre 1,0 e 1,3%, evidenciando a
representativa miscigenagao branco-negra da populagao brasileira.

Geneticamente a condigao heterozigota se deve a heranga do
gene da globina BS por parte de um dos pais, juntamente com gene da
globina pA proveniente do outro. Em nossa populacdao as formas mais
comuns de transmissdo do gene BS para o traco falciforme se devem aos
seguintes gendtipos dos pais, por ordem decrescente de frequéncia: AS X
AA; AS x AS; SS x AA; SC x AA; S/B Tal x AA.

A deficiéncia de G-6PD associada a Hb AS em geral ndo
acrescenta morbidade as ja porventura preexistentes, entretanto foram
relatados casos com maior incidéncia de hematuria e embolia pulmonar,
além de discreto grau de anemia associada a presenca intraeritrocitaria de

corpos de Heinz.
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A interacao entre Hb AS com talassemia alfa de um ou dois
genes afetados pode ser identificada pela presenca de Hb H com
concentragdes variaveis entre 0,5 a 5%, além das hemoglobinas Az, S e
A. Nesses casos é comum a diminuicdo da concentracdo da Hb S (tabela
7.5). Hematologicamente, os valores hematimétricos se situam na faixa
menor dos valores de normalidade, porém é comum a presenca de
discreto grau de aniso-poiquilocitose no esfregaco sanguineo. A interacao
de Hb AS com a doencga de Hb H é uma situacao extremamente rara, que
apresenta a concentragcao da Hb H variavel entre 10 e 20%, a Hb S entre
15 e 20%, e a Hb Az visivelmente diminuida. Nesses casos a anemia é
moderada a grave (Hb: 7 a 10 g/dl), com intensas alteracbes na
morfologia eritrocitaria, e precipitados de Hb H facilmente identificaveis
apos incubacao do sangue em solucao de azul crezil brilhante (figura 7.6).
A tabela 7.5 resume as principais avaliacdes hematimétricas na interacao
entre Hb AS/talassemia alfa.

O diagnostico laboratorial é feito por técnicas eletroforéticas
em pH alcalino e pH &cido (figuras 6.5, 7.4 e 7.5), que associadas
permitem a caracterizacdo dos genodtipos de S, e em especial da Hb AS.
Com o uso de gradiente de pH apropriado, a eletroforese de focalizacao
isoelétrica também identifica a Hb S em seus diversos genétipos. Outros
testes que apenas detectam a presenca de Hb S, sem identificar o seu

gendtipo (AS, SS, SC, etc.), sao os testes de falcizacdo e de solubilidade.
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Figura 7.6 — Precipitados de Hb H na doenca de Hb H, apds incubacdo do
sangue total misturado com azul de crezil brilhante a 37°C / 1
hora. Na associacdo da Hb AS com doenca de Hb H é possivel
obter resultados similares ao desta figura.

Tabela 7.5 - Relacdo entre gendtipos de talassemia associados a Hb AS

(Hb AS/tal alfa) com as alteracdes hematimétricas.

Genotipo Hb (g/dl) VCM %Hb S % Hb H
AS; aa / ao 13 -15 77 - 92 30 - 40 -

AS; o -/ aa 11 - 15 75 - 85 30 - 40 0,5-1,0
AS;a-/a- 11 - 13 70 - 75 20 - 30 2,0-5,0
AS; a-/--0 7 -10 50 - 60 15 - 20 10,0 - 20,0

(*) Doenca de Hb H
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Hb SS - Anemia falciforme

A anemia falciforme é o estado de homozigose da Hb S
representado por Hb SS. Ao contrario dos portadores do traco falciforme
(Hb AS), a histéria de pacientes com anemia falciforme revela, quase
invariavelmente, por repetidos episddios dolorosos, geralmente do tipo
vasculoclusivo, com ou sem efeitos mielodepressivos (deficiéncia
temporaria da medula dssea em produzir eritrécitos). Os sinais e sintomas
sao especialmente causados por anemia crbnica, periodos de
agravamento de anemia, dores nas juntas e nas extremidades de maos e
pés, dores abdominais, necrose asséptica da medula d6ssea, acidentes
cerebrovasculares, infartos pulmonares, entre outros.

Os recém-nascidos com anemia falciforme geralmente ndo
apresentam os problemas causados por essa hemoglobinopatia devido a
alta concentracdo de Hb Fetal presente nos eritrécitos, durante os dois
primeiros meses de vida. Entretanto, a gradual substituicao da Hb Fetal
(a2 v2) pela Hb S (a2 B25), motivada pela reducdo genética da sintese de
globinas y ao mesmo tempo em que ocorre a indugao genética da sintese
de globinas BS, faz com que a doenca se expresse a partir do quarto més
de vida.

Os exames laboratoriais indicam anemia grave, com
hemoglobina varidvel entre 5 e 9 g/dl, que associados a acentuada queda
de hematécrito e contagem de eritrécitos resultam em indices
normociticos e normocromicos, apesar da evidente aniso-poiquilocitose
com presenca de células falciformes, conforme mostram as tabelas 7.1 e
7.2. A leucocitose é moderada (12.000 a 17.000/mm3), frequentemente
com desvio a esquerda com neutroéfilos bastonetes. As plaquetas podem
estar discretamente elevadas. O exame da medula dssea apresenta
hiperplasia normoblastica e &reas de hematopoiese podem ser
encontradas em regides geralmente ocupadas por tecido adiposo (ou
medula amarela). Os exames bioquimicos do sangue revelam alteracdes

em varios parametros, conforme mostra a tabela 7.6.
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Tabela 7.6 - Pardmetros bioquimicos em 74 pacientes com anemia falciforme

do Instituto Estadual de Hematologia do Rio de Janeiro -

HEMORIO.

Parametros Valores obtidos Média
Ferritina (ug %) 16,4 - 1000,0 223,07
Bilirrubina total (mg %) 0,4 -8,8 2,65
Bilirrubina direta (mg %) 0,1-2,6 0,62
Bilirrubina indireta (mg %) 0,3-8,1 2,04
AST (UI/L) 14,0 - 129,0 45,37
ALT (UI/L) 6,0 - 85,0 25,14
Creatinina (mg %) 0,2-1,0 0,56

AST - Aspartato amino transferase (ou transaminase oxaloacética)
ALT - Alanina amino transferase (ou transaminase piruvica)

Fonte: Marcos Kneip Fleury, 2000.

A eletroforese de hemoglobina apresenta concentragdes de
Hb S variaveis entre 90 e 100%, Hb Fetal: 2 a 10%, e Hb A2: 2 a 4%. A
Hb A estd sempre ausente em pacientes com anemia falciforme nao

transfundidos, conforme mostra a figura 7.7.
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Figura 7.7 - Eletroforese alcalina de hemoglobina em acetato de celulose.
(1) Hb AS; (2) Hb AA; (3) Hb SS com 5% de Hb Fetal. A seta
indica fracdo de meta Hb S em paciente com anemia falciforme

associada a deficiéncia de G6PD.

A Hb Fetal na anemia falciforme - Na anemia falciforme a
concentragcao de Hb Fetal é geralmente variavel entre 2 e 10%, mas
pode ser maior que 10%, e em alguns casos pode ultrapassar 40%.
Pesquisas realizadas em pacientes com anemia falciforme dos sexos
masculino e feminino, revelaram que o nivel médio de Hb Fetal é maior
entre as mulheres. A concentracao de Hb Fetal é determinada por fatores
relacionados e nao-relacionados com o agrupamento de genes da globina
beta, fato evidenciado entre os diferentes haplétipos de Hb S obtidos de
estudos realizados em pessoas com anemia falciforme (ver tabela 7.3). A
anadlise dessa relacao revela que a gravidade clinica da anemia falciforme
é menor quando o nivel de Hb Fetal estd mais elevado. A relagcao entre os
diferentes haplotipos de Hb S com a concentracao de Hb Fetal parece
estar relacionada com a persisténcia hereditaria de Hb Fetal (PHHF) dos
genes especificos para sintese da globina gama. No cromossomo 11 ha
dois genes gama que expressam globinas gamas diferentes — um deles

com a sintese de alanina e outro com a sintese de glicina - e por isso
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denominados por gene y* e gene v°. Nas pequenas concentracdes de
Hb Fetal presente em adultos com hemoglobinas normais, a relagao y¢ /
yA, tende a um valor préximo de 2:3. Nas colonias de células eritrdides
obtidas de sangue fetal a Hb Fetal tem maior proporcdo de y¢, enquanto
que em col6nias com maior concentracdo de Hb A, o predominio é de vA. A
porcentagem de células F, ou seja, eritréocitos com Hb Fetal, estd
aumentada na anemia falciforme. Estudos realizados com amostras de
sangue de pacientes com anemia falciforme, em comparagdao com Hb AA,
revelaram que cerca de 55% dos eritrocitos falciformes continham
Hb Fetal, enquanto que em portadores de Hb AA o valor médio foi de 3%.
Foi demonstrado também que fatores genéticos ligados ao cromossomo X
interferem na sintese de Hb Fetal, fato que explicaria a maior
concentragao de Hb Fetal entre as mulheres. A figura 7.7 mostra a

eletroforese alcalina de um caso com Hb SS com 5% de Hb Fetal.

Hb SS / Talassemia alfa (Hb SH) - A talassemia alfa é uma alteragao
da sintese de globina alfa que pode ter origem genética ou adquirida. A
causa hereditdria da talassemia alfa esta bem definida e se deve a
defeitos no processo de sintese de globinas alfa, por lesdo molecular de
um, dois, trés ou quatro genes alfa. A causa adquirida tem sido relatada
em pacientes com doencas linfo e mieloproliferativas, cuja prevaléncia de
talassemia alfa chega atingir 60% entre esses doentes. Entretanto, pouco
se sabe de que forma surge a talassemia alfa adquirida - se induzida por
drogas quimioterdpicas ou por alteracdes genéticas da célula tronco
hematopoiética.

Entre pessoas negras, a talassemia alfa resulta geralmente da
delegdo de um ou dois genes alfa. A prevaléncia de talassemia alfa entre
negros da América do Norte é de 30%, enquanto no Brasil é variavel
entre 20 e 25%. Assim, admite-se que a interacdao entre a anemia
falciforme e talassemia alfa ocorra com alta frequéncia. Foi demonstrado
em varios estudos descritos na literatura cientifica que a talassemia alfa

representa um fator modulador dos parametros hematoldgicos, com
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elevacdo da contagem de eritrécitos e reducdo dos indices
hematimétricos: VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina
corpuscular média), e CHCM (concentracdao de hemoglobina corpuscular
média). A reducao do niumero de moléculas de Hb S no eritrécito diminui
a formacdao de polimeros das moléculas de desoxi-HbS, e
consequentemente se forma menos eritrocitos falciformes irreversiveis.
Dessa forma, a interacao entre Hb S/talassemia alfa parece ser benéfica a
anemia falciforme, pois aumenta a sobrevida do eritrécito falcémico,
diminui o grau de hemdlise, e consequentemente torna a anemia menos
grave, conforme mostra a tabela 7.7. Entretanto, na associacao entre
Hb S e doenca de Hb H (lesdo de trés genes alfa) a anemia se torna
grave. Nesses casos a concentracao de Hb H associada a Hb S é variavel
entre 15 e 25% (figura 7.8).

Tabela 7.7 - Parametros hematoldgicos na interacdo entre anemia falciforme e

talassemia alfa.

Genotipo Tipo de Hb Hb g/dI VCM Reticulécito
o2 B25 / a2 oS SS 5-9 85 - 110 10 - 20
-a 25 / a2 B2S SH* 7-10 80 - 95 5-10
o B2S / -a B2° SH** 9-11 70 - 80 5-10
-a 25/ - - B2S SH*** 5-8 60 - 70 > 20
* Lesdao de um gene alfa; Hb H: 0,5 a 2% na eletroforese alcalina.

*ok Lesao de dois genes alfa; Hb H: 2 a 8% na eletroforese alcalina.
*¥* | esdo de trés genes alfa ou Hb S/doenca de Hb H; Hb H: 15 a 25% na

eletroforese alcalina.
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Figura 7.8 - Eletroforese alcalina de hemoglobina em acetato de celulose.
(1): Hb SH obtida de paciente com anemia falciforme
(transfundida, por isso a presenca de Hb A) associada a
talassemia alfa (-ap25/--B>°), observe a presenca de duas fragoes

de Hb H: uma formada por tetrameros de B” e outra por

tetrdmeros de BS; a concentragdo maior da Hb H por B, em

relagdo a diminuta concentragéo da Hb H por B se deve ao fato

deste tetramero ser muito instavel. (2): Hb AS. (3): Hb AA. Para
visualizar a Hb H é necessario aplicar hemolisado feito com

saponina a 1%.

Anemia falciforme e deficiéncia de G-6-PD - A coexisténcia da Hb SS
com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) é um fato
presumivel uma vez que a prevaléncia da deficiéncia dessa enzima entre a
populacdo negra é por volta de 9 a 15%. Embora a literatura cientifica
se refira de forma genérica que a associacdao entre Hb SS/deficiéncia de
G-6-PD parece nao ter influéncia no numero de eritrocitos falciformes
irreversiveis (ou células densa), ou no nivel de concentracdo da
hemoglobina total, bem como na condicdo clinica do paciente, é

importante destacar que ha, pelo menos, cinco classes diferentes de
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deficiéncia de G-6-PD (tabela 7.8). A classe 1 é muito rara, entretanto as
classes 2 e 3 sao as mais importantes sob o ponto de vista clinico, pois
causam crises de hemdlises quando o portador é exposto a drogas
oxidantes. No Brasil, a deficiéncia de G-6-PD mais comum ¢é a da classe 3,
com os tipos africanos prevalecendo em 87% dos casos descritos,

seguida da classe 2 onde os tipos mediterraneos atingem 13%.

Tabela 7.8 - Classificacdo da deficiéncia de G-6-PD em cinco classes.

Classes Caracteristicas

1 Variantes deficientes associadas a anemia hemolitica cronica.
Ex.: variante de G-6-PD New York

2 Variantes com deficiéncia acentuada da atividade da enzima
G-6-PD, com menos de 10% de atividade normal. Ex.: variantes

mediterraneas.

3 Variantes com deficiéncia moderada da atividade da enzima G-6-

PD, com 10 a 60% da atividade normal. Ex.: variantes africanas.

4 Variantes com deficiéncia discreta da atividade da enzima G-6-

PD, com 60 a 95% da atividade normal.

5 Variantes com atividade aumentada da enzima G-6-PD.

Sob o ponto de vista fisiolégico a associacdo da Hb SS com
deficiéncia de G-6-PD ¢é desastrosa a molécula de hemoglobina. A
deficiéncia de G-6-PD é um fator indutor da desnaturacao da
hemoglobina, enquanto que a Hb S apresenta alto grau de oxidacao
espontdnea. A associacdo desses dois defeitos num mesmo eritrocito
certamente desencadeia com maior intensidade a desnaturagao oxidativa
da Hb S, especialmente se exposto a fatores indutores como sdo os casos
de drogas e poluentes ambientais oxidativos. Diante desses fatos ocorre
maior consumo das enzimas antioxidantes, alterando as sinteses e as suas
concentragbes. Assim, os mecanismos redutores da oxidagao e das lesdes
celulares provocadas pelos radicais livres causam a diminuicao das

atividades de glutatido peroxidase e catalase, aumenta o nivel de
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superéxido dismutase (SOD) e diminui a concentracdo de vitamina E no
plasma e na membrana eritrocitaria.

A avaliacdo citoldgica de corpos de Heinz nos pacientes com
anemia falciforme é sempre um excelente marcador bioldgico dos
processos oxidativos. Na associacao entre Hb SS e deficiéncia de G-6-PD a
precipitacao intraeritrocitaria de corpos de Heinz é muito mais expressiva.
Outro indicador da deficiéncia de G-6-PD em pacientes com anemia
falciforme é a elevada concentracdo de metaemoglobina, que pode ser
quantificada bioquimicamente ou Vvisualizada durante o processo
eletroforético da Hb SS - notadamente apds 48 horas da coleta do sangue
(figura 7.7).

Investigacao laboratorial - O diagnodstico laboratorial da anemia
falciforme inclui o hemograma completo, as eletroforeses de hemoglobina
em tampdes alcalino e acido, dosagens de Hb Fetal e metaemoglobina,
contagem de reticuldcitos e pesquisas intraeritrocitarias de Hb H e corpos
de Heinz. O hemograma é fundamental para avaliar quantitativamente o
grau de anemia, além de fornecer os indices hematimétricos de VCM e
HCM que sao importantes parametros para diferenciar os genodtipos da
anemia falciforme (SS e SF) e da talassemia beta (SF), conforme mostram
as tabelas 7.1 e 7.4. A eletroforese de hemoglobina em pH alcalino
identifica a fragdo anormal com suspeita de ser a Hb S, pois nesta mesma
regiao eletroforética se posiciona a Hb D. Assim, os gendtipos SS, SD e
DD apresentam com as mesmas caracteristicas eletroforéticas, conforme
mostra a figura 6.5 do capitulo 6. Para identificar cada um desses
gendtipos é necessario recorrer a eletroforese de hemoglobinas em gel de
agarose com pH acido, que separa com excelente resolucdo esses
gendtipos. E importante destacar ainda que a eletroforese alcalina quer
seja em gel de agarose ou em acetato de celulose, permite a separacao
da Hb Fetal e sua quantificacdo densitométrica, fato que auxilia o
diagndstico dos diferentes gendtipos das doencgas falciformes. Por outro

lado, a eletroforese alcalina em acetato de celulose é fundamental na

149



identificacao da Hb H e da metaemoglobina (que apresenta cor marrom ou
de castanha) quando associadas a anemia falciforme. A dosagem de Hb
Fetal é importante ndo apenas para caracterizar o gendtipo da doenca
falciforme, mas principalmente para o entendimento da evolucdo clinica
do paciente, onde o maior nivel de Hb Fetal representa melhor
prognostico da doenca. Por outro lado, a dosagem da metaemoglobina
indica o grau de oxidacao da Hb S, pois as concentracdes elevadas estao
relacionadas com processos fisiopatoldgicos mais deletérios ao eritrdcito
falciforme, bem como podem indicar a associacao da Hb SS com
deficiéncia de G-6-PD; nestes casos se faz necessario a dosagem
enzimatica desta enzima. A contagem de reticulécitos estabelece
importantes parametros sobre o processo hemolitico decorrente da
anemia falciforme, bem como a resposta da reposicao eritrocitaria - ou
eritropoiese. A pesquisa intraeritrocitaria de Hb H (figura 7.6) é um
excelente método de confirmacdao da talassemia alfa. A pesquisa
intraeritrocitaria de corpos de Heinz representa importante informacao
sobre o desencadeamento de processos oxidativos da Hb S, bem como a
suspeita da associacdo entre Hb SS e deficiéncia de G-6-PD.

Finalmente, é sempre importante enfatizar que para a correta
conclusao do diagndstico laboratorial da Hb SS ou da Hb SS/Talassemia
alfa é necessario que se faca a analise de hemoglobinas no sangue dos
pais. No caso da Hb SS, os gendtipos mais comuns dos pais sdo: AS
x AS; AS x SS; AS x SC; AS x S/Talassemia Beta. Quando a Hb SS esta
associada a talassemia alfa um dos pais deve apresentar a Hb H, por
exemplo: AS x ASH; ASH x SC, etc.
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Interacao Hb S/Talassemia beta

A interacao entre Hb S e talassemia beta foi descrita pela
primeira vez por Ezio Silvestroni e Ida Bianco em 1954. Esses
pesquisadores observaram que alguns dos seus pacientes apresentavam
anemia de graus moderado a grave, com a presenca concomitante de
células falciformes e microciticas, e por essa razdo a anemia foi
denominada de micro-drepanocitose. Eletroforeticamente a interagao
Hb S/Talassemia Beta apresenta dois padrdes genotipicos, um com as
hemoglobinas SF (Hb SF) e outro com Hb SFA; em ambos 0s casos a
concentracao da Hb S é sempre maior que as outras hemoglobinas (ver
tabela 7.1).

A ocorréncia da interacdo Hb S/Talassemia Beta em nosso pais
se deve ao alto grau de miscigenagao entre as etnias que participaram da
formacao do povo brasileiro. Embora o gene da globina BS seja muito
prevalente entre populagdes do continente africano, outros povos também
apresentam altas prevaléncias notadamente na Arabia Saudita, Emirados
Arabes, Caribe, sul da Italia, e em negros das Américas do Norte e do Sul.
Por outro lado, o gene da globina B anormal que induz a falha na sintese
da globina beta - ou gene B talassémico - apresenta expressiva
prevaléncia entre os povos de paises banhados pelo mar Mediterraneo,
com destaques para Italia, Turquia, Grécia, Chipre, Italia, Libano e paises
do norte da Africa. Ao longo do tempo ocorreu a expansdo do gene B
talassémico para Portugal, Espanha, leste europeu e Asia. No Brasil a
prevaléncia da Hb S/Talassemia Beta é de um caso para 25 mil pessoas, e
conforme dados obtidos junto a Organizacdo Mundial da Saude estima-se
que nascem anualmente no Brasil cerca de 600 criangas com esse
genotipo.

A Hb S/Talassemia Beta pode ser diferenciada
laboratorialmente por meio de eletroforeses alcalina e acida em dois
gendtipos: SF e SFA. No gendtipo SF ha completa auséncia da Hb A, com

concentracOes variaveis de Hb A, entre 2 e 6% (figura 7.9).
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Figura 7.9 - Eletroforese alcalina de hemoglobinas em gel de agarose.
(1) Hb AA - padrao normal; (2) Hb AF na talassemia beta maior
apos transfusdao de concentrado de hemacias; (3) Hb S/Tal. B° ou
Hb SF com excesso de metaemoglobina S e globinas alfa livres atras
do local da aplicagao; (4) Pai do caso 3 - talassemia beta menor

com Hb A, e Hb Fetal aumentadas; (5) Mae do caso 3 com Hb AS.

Esse gendtipo se deve a total deficiéncia de sintese de globina
beta normal ou A, sendo por isso denominado por talassemia B° que
associado a Hb S se torna Hb S /Tal.p% Na talassemia B° ha elevada
expressdao do gene gama que induz o aumento da sintese da Hb Fetal
quando ha interacdo com a Hb S. A situacdo mais freqliente de heranca
desse genodtipo ocorre quando um dos pais é portador heterozigoto de
talassemia beta menor, ou Tal. B° heterozigoto, e o outro é portador de
Hb AS (figura 7.10). Pela representacdo esquematica dessa figura é
possivel entender a auséncia eletroforética da Hb A, e as concentracdes
elevadas das Hb S e Hb Fetal. Entretanto um fato relevante mostrado no
esquema se refere as globinas alfa "livres" que por nao terem globinas pA
para se combinarem, precipitam nos eritrdocitos e formam corpos de Heinz.
Os corpos de Heinz sao retirados por macréfagos do sistema reticulo
endotelial, causando lesdes nos eritrécitos — principal causa da formacgao

de micrécitos esquisocitos e, consequentemente da microcitose. As
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globinas alfa "livres" sao facilmente identificadas em eletroforese alcalina
de hemoglobina em agarose ou acetato de celulose, que apods coloragao
com negro de amido sao visiveis atras do ponto de aplicacdo das amostras
(figura 7.9). Destaque importante dessa figura se deve a presenca de
meta Hb S induzida pelo alto grau de oxidacdo da Hb S e também, em
parte causada pela oxidacdao das globinas alfa "livres". Como ja foi
exposto anteriormente, o alto grau de oxidacao da hemoglobina inviabiliza
a sua integridade molecular, tornando-a instavel estruturalmente -
principal causa da precipitacdo de globinas BS sob forma de corpos de

Heinz.
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Hemograma
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Genes beta
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alterados*
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* - Nesta representacdo sé foram

incluidos os genes do

cromossomo 11 (y, & e B). Os quatro genes alfa nao foram incluidos,

admitindo-os com sinteses normais.

Figura 7.10 - Representacdo esquematica da heranca e das conseqliéncias
fisiopatoldgicas da Hb S/Tal. p°.
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O gendtipo SFA se deve a associacao entre a talassemia B* -
caso em que o gene da globina pA esta parcialmente afetado para
sintetizar Hb A - e Hb S, configurando a representacao genética de Hb
S/Tal.p*. Nesse caso a forma mais comum da expressao dessas
alteracdes se caracteriza pela maior concentracao da Hb S em relacado a
Hb A (figura 7.11). Eventualmente a Hb Fetal pode estar elevada. Pelo
fato de ocorrer alguma sintese de Hb A, que pode representar entre 10 e
40% do total da hemoglobina (ver tabela 7.1), as conseqliéncias

fisiopatoldgicas sdao menores.

e -

AF AA AFC S>A SS

Figura 7.11 - Eletroforese alcalina de hemoglobinas em acetato de celulose. Da
esquerda para a direita: AF (talassemia beta maior apds
transfusao de concentrado de hemacias); AA (padrao normal);
AFC (recém-nascido com Hb AC e Hb Fetal elevada devido a
idade); S>A (Hb S/Tal. p*, com Hb S mais concentrada que a Hb
A; SS (Anemia falciforme).

A figura 7.12 apresenta o0 esquema da heranga e
conseqliéncias fisiopatoldgicas da Hb S/Tal. p*. Devido a presenca de Hb A
- mesmo que em baixas concentracdes — o nivel de globinas alfa livres é

nitidamente inferior em comparacao com o caso anterior.
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* - Nesta representacdo s6 foram incluidos os genes do cromossomo
11 (y, 8 e B). Os quatro genes alfa ndo foram incluidos, admitindo-os com
sinteses normais.

Figura 7.12 - Representacdo esquematica da heranca e das conseqliéncias

fisiopatoldgicas da Hb S/Tal. B*.
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E fundamental a realizagdo dos exames eletroforéticos dos
pais de portadores de Hb S/Tal. B, onde um deles deve apresentar Hb S
(Hb AS, Hb SC, Hb SS ou Hb S/Tal. B) e o outro talassemia beta (Tal.
B menor, Hb S/Tal. B ou Hb C/Tal. B). Entretanto os gendtipos mais
comuns dos pais sdao: Hb AS x Hb Ap (Tal. B menor). Essa avaliagao é
necessaria porque muitas vezes é transfundido sangue com Hb AA para
pessoas com anemia falciforme (Hb SS), e nesses casos 0 resultado
eletroforético pods-transfusional é similar ao da Hb S/Tal. B+, com a
concentracao da Hb S maior que a Hb A.

Além do hemograma, com destaque para os indices VCM, HCM
e resultados das analises por eletroforeses alcalina e acida, € necessario
que se faca a dosagem de Hb Fetal para o correto estabelecimento do
diagnéstico laboratorial da Hb S/Talassemia Beta. A dosagem de
metaemoglobina, contagem de reticulécitos, e pesquisa intraeritrocitaria
de corpos de Heinz constituem excelentes parametros para avaliar as

conseqliéncias fisiopatoldgicas da doenca.

Hb SD - Doenca da Hb SD

A Hb D é uma hemoglobina variante com a mesma mobilidade
eletroforética da Hb S, porém com diversos tipos estruturais que
identificam as Hbs D: Bushman, Iran, Los Angeles, Punjab e Beogrado
(figura 6.5 e tabela 6.1). Desses tipos a Hb D Los Angeles, também
conhecida por D Punjab, € mais comum em varias regides do mundo,
inclusive no Brasil, onde sua prevaléncia no estado de heterozigose
(Hb AD) ocorre na proporcao de um caso para cada 5 mil pessoas
analisadas. Por essa razao nao é dificil encontrar pessoas com a dupla
heterozigose entre hemoglobinas S e D (Hb SD) padecendo de anemia
hemolitica cronica, e por isso identificadas como doenca de Hb SD. A
anemia é variavel entre moderada e grave, uma vez que a Hb D participa

com certa intensidade do processo de polimerizacao desencadeado pela
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desoxi-Hb S. As tabelas 7.1 e 7.2, mostram caracteristicas laboratoriais da
Hb SD. Pelo fato da Hb SD ter e mesma mobilidade eletroforética das Hb
SS e Hb DD nas eletroforeses alcalina de hemoglobinas em gel de agarose
e acetato de celulose, a melhor forma de diferencia-las é por meio da
eletroforese acida em gel de agarose. As concentragoes das fracoes de Hb
S e Hb D sao equilibradas, oscilando cada uma delas entre 45 e 50%.
Além do hemograma e das eletroforeses alcalina e acida, a contagem de
reticuldcitos é fundamental para avaliar o grau de eritropoiese do paciente
com Hb SD.

Hb SC - Doenga da Hb SC

O gene da globina B¢ é comum na costa oeste da Africa, com
alta prevaléncia em Benin, Togo e Gana - regides que no periodo do
trafico de escravos constituiam as Costas do Ouro e do Marfim, e de onde
vieram grande numero de africanos para o Brasil. Assim, a prevaléncia da
Hb AC na populagao brasileira oscila entre 0,5 e 1%, e entre pessoas de
cor negra entre 1 e 3%. Ha dois tipos de Hb C descritas na literatura, a
Hb C com mutagdo no aminoacido n.° 6 da globina beta caracterizada
pela troca de acido glutamico por lisina (B 6 Glu — Lis), e a Hb C Harlem
com dupla mutacao (B 6 Glu — Lis + B73 Asp — Asn). A Hb C Harlem é
muito rara em todo o mundo, e também no Brasil, e por ter dupla
mutacdo, uma das quais similar a da Hb S, pode causar discreta
falcizacdo dos eritrécitos. Dessa forma, a Hb C (B 6 Glu — Lis) é a que tem
sido descrita na dupla heterozigose com a Hb S, causando a doenca de Hb
SC, com anemia hemolitica crénica com graus varidveis entre moderado a
discreto. As alteragdes laboratoriais podem ser avaliadas nas tabelas 7.1 e
7.2, com destaques para o elevado niumero de células em alvo e presenca
de cristais de Hb C nos eritrécitos. Devido a clinica da Hb SC, gestantes
portadoras dessa dupla heterozigose devem ter acompanhamento especial

durante o periodo de gestacdo. A analise laboratorial especifica é realizada
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por meio de eletroforese alcalina de hemoglobinas em gel de agarose ou
em acetato de celulose, com a Hb C separando-se da Hb S e se
posicionando junto com a Hb A, (figura 7.4). Em eletroforese acida em gel
de agarose a Hb C também é mais lenta que a Hb S (figura 7.13). Pelo
fato da mobilidade da Hb C em eletroforese alcalina ser similar as da Hb O
Arabia (comum no Oriente Médio) e Hb E (comum no Sudeste Asiatico), é
importante o uso da eletroforese acida em gel de agarose, uma vez que
nessas condicdes a Hb O Arabia e Hb E apresentam mobilidade igual a da

Hb A, diferenciando-se, portanto, da Hb C.

S

I
SR 1

a""“
Q=
AA

Figura 7.13 - Eletroforese acida de hemoglobinas em gel de agarose. (1)
Hb AA; (2) Hb AS; (3) Hb ASF em sangue de recém-nascido; (4)
Hb AS; (5) Hb SC com tragos de Hb A proveniente de transfusao

de concentrado de hemacias ha mais de dois meses.
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CAPITULO 8: TALASSEMIAS

Co-autor: Flavio Augusto Naoum

Introducao

As talassemias s3ao um grupo heterogéneo de doencas
genéticas causadas pela reducao da sintese de globinas alfa e nao-alfa (B,
& ou 7). Na realidade as formas mais comuns de talassemias se devem a
reducao de globina alfa ou de globina beta (ver figura 8.1) situacdes que
originam as talassemias alfa ou beta, respectivamente. Situagcdes mais
raras envolvem a reducao de sintese conjunta de globinas delta e beta
(talassemia & B), ou de delta, beta e gama (talassemia 5 B y). Em alguns
casos de talassemias ha reducdo total de sintese de globina alfa ou de
beta, caracterizando as talassemias o ou B°, respectivamente, por outro
lado quando a reducao de sintese é parcial denomina-se por talassemias
at ou B*. Pelo fato da talassemia beta, bem como as hemoglobinas S, C e
E serem as mais prevalentes respectivamente nos continentes europeu,
africano e asiatico, nao é raro a ocorréncia de interacdes entre
talassemias e essas hemoglobinas variantes: Hb S/Tal. % Hb S/Tal.
B*, Hb C/Tal.p, Hb S/Tal.a e Hb E/Tal.a. As combinagdes entre genes
talassémicos com Hb S, principalmente, produzem grande diversidade
clinica dessa doenca genética, com variacdes que causam desde a morte
fetal intra-atero até situacdes assintomaticas.

A maioria das talassemias obedece ao modelo de heranca
Mendeliana, caracterizado pela falta de sintomas clinicos nos
heterozigotos e pela gravidade clinica nos homozigotos. Assim,
clinicamente, as talassemias podem ser classificadas em maior,
intermédia, menor e minima (tabela 8.1). Para melhor exposicdo das

talassemias apresentaremos separadamente as talassemias alfa e beta.
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Padrao Normal

y: Fetal
S A,

Tal. Alfa

o, ¥,: Fetal (0 —1%)
o, 8, A, (2-4%)
o, B,: A (96 — 98%)

o, v, Fetal
a,d, A,
a, By A
B, H

Tal. Beta Menor

Y
8
a
o“livre’
a, v,: Fetal
o, 8, AT
o, B, A

o Livre: corpos de Heinz

Tal. Beta Maior (8°)

o“livre’]

o, v, Fetalt
a,d,: A,
o, B,: ausente

a Livre: corpos de Heinz

Figura 8.1 - Esquemas ilustrativos da sintese normal para hemoglobinas em

comparacao com talassemias alfa, beta menor e beta maior.

Tabela 8.1: Classificacao clinica das talassemias.

Alteragoes TALASSEMIAS

Clinico-laboratoriais Maior Intermédia Menor Minima
Hb (g/dl) <7 7 - 10 10 -13 11 - 15
Reticulécitos (%) 3-20 3-10 2-5 1-2
Eritroblastos +++ ++/+ - -
Aniso-poiquilocitose ++++ +++ ++/+ +/-
Ictericia ++ +/- - -
Esplenomegalia +++ ++ +/- -
AlteracOes Osseas +++ ++ - -
Dependéncia de transfusoes +++ +/- - -

+: pouco; ++: moderado; +++:

acentuado; ++++ muito acentuado; -: ausente.
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Talassemia Alfa

Em 1955, foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos e
na Grécia uma nova hemoglobina rapida que denominaram de Hb H, com
caracteristicas instaveis, formando corpusculos de inclusdes nos eritrécitos
e visualizados quando submetida a incubagcao com corantes vitais. Esses
achados estavam associados as alteracdes morfoldgicas dos eritrdcitos,
desde que afastadas as possibilidades de que a anemia microcitica e
hipocromica fosse devido a deficiéncia de ferro. A identificacdo de que a
Hb H era composta por tetrameros de globinas beta, realizada por
técnicas de hibridizacao e por analises bioquimicas, sugeriu que se tratava
de uma doenga causada por defeito nos genes alfa. A Hb H tem afinidade
ao oxigénio 10 vezes maior do que a Hb A, auséncia de efeito Bohr e liga-
se ao cromo mais rapidamente do que a Hb A. Os portadores dessa
alteragcao molecular, denominada doenca de Hb H, apresentavam anemia
significativa, hipocromia, microcitose e poiquilocitose, diminuicao da
fragilidade osmotica, reticulocitose e presenca de Hb H nos eritrécitos e
em eletroforese.

Em 1965, foi introduzida a técnica de avaliacao da sintese de
globina alfa e beta, por meio da utilizagao de reticuldcitos incubados com
leucina marcada radioativamente. A medida da quantidade de sintese de
globina era avaliada pela relacao alfa/beta, cujo valor médio se situa em
torno de 1,0. Ao analisarem os casos classificados como talassémicos alfa,
0s pesquisadores observaram que a relacao alfa/beta era menor do que
1,0 e concluiram, por isso, que na talassemia alfa ocorria um decréscimo
na sintese de globina alfa.

Em 1974, o Professor Lehmann da Universidade de
Cambridge, considerado um dos mais conceituados pesquisadores em
hemoglobinopatias, obteve com uma simples observacao a resposta sobre
o numero de genes alfa presentes numa pessoa. Relacionando os casos de
hemoglobinas variantes com alteracdes por trocas de aminoacidos na

globina alfa, verificou que todas as Hb variantes de globina alfa
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apresentavam concentracoes inferiores a 25%, quando associadas com a
Hb A. Esse fato levou-o a concluir que cada pessoa possui quatro genes
alfa, sendo dois genes em cada um dos cromossomos 16 onde cada um
sintetiza cerca de 25% da globina alfa. Em 1978, com utilizacao de
métodos de biologia molecular, ficou comprovada a hipétese do Professor
Lehmann.

Na década de 80, os estudos moleculares realizados com os
genes de globina alfa revelaram que varios defeitos genéticos podem
provocar a talassemia alfa, e que dependendo da extensao da lesao do
gene, a sintese de globina alfa apresenta diferentes intensidades de
decréscimos, incluindo a auséncia total de sintese. Como resultado desse
desequilibrio entre as sinteses de globina alfa e beta, a globina beta
continua sendo sintetizada normalmente e, por isso, a “sobra” de globinas
beta livres se juntam para formarem tetrameros de globinas Ba,
resultando a Hb H. Quanto maior a queda de sintese de globina alfa,
maior serd também a concentragdo de Hb H. Nos recém-nascidos, a
diminuicdo da sintese de globina alfa afeta sua relacdo com a globina
gama normalmente sintetizada. Assim, formam-se tetrameros de globina
va, resultando na Hb Bart’s.

E importante destacar que as talassemias alfa podem ter duas
causas de origem: hereditdaria e adquirida. Evidentemente as formas
hereditarias sdo as mais comuns e atingem, pelo menos, 20% da
populacdo brasileira dos quais 17% sdo assintomaticos e com valores
hematimétricos (Hb, Ht, VCM e HCM) normais; 3% tem discretos graus de
anemia microcitica e hipocromica, e 1:5.000 pessoas é portadora da
doenca de Hb H). As formas adquiridas sdo secundarias a um processo
patolégico primario, por exemplo: doencas linfo e mieloproliferativas,
anemia sideroblastica, entre outras.

As talassemias alfa sao diferenciadas e classificadas de acordo
com o numero de genes alfa lesados, com a importante observacao de
gue o grau de lesao pode ser variavel, afetando o gene parcial ou

totalmente. De uma forma geral, representa-se uma pessoa sem
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talassemia alfa com seus quatro genes alfa funcionantes (a,0/a,a), sendo
dois genes alfa de um cromossomo 16 e dois do outro cromossomo 16,
provenientes um do pai e outro da mae.

A lesao que acomete o gene alfa é denominada por delecdo,
gue tem o significado cientifico de destruido ou eliminado. Assim, as
talassemias alfa se devem a delecdao de um gene alfa (-,a/a,a), de dois
genes alfa (-,-/a,a) ou (-,a/-,0), de trés (-,-/-,0) e de quatro (-,-/-,-).
Essas delecdes podem atingir parte do gene alfa, diminuindo a sua sintese
de globina alfa, e é por isso representado por o*. Quando, a delecao
atinge integralmente o gene alfa, bloqueando totalmente a sintese de
globina alfa, representa-se por o°. Portanto, ao representarmos a lesdo do
gene alfa pelo sinal (-), € compreensivel que analises de biologia
molecular poderdao nos dar a indicacdo do grau de lesdo (a* ou af).
Entretanto, por praticidade, a classificacdo das talassemias alfa serd
abordada com a representacdo genérica da lesao (-). Os esquemas abaixo
representam as lesdes do gene alfa bem como suas consequéncias

laboratoriais:

Esquema 1: Tipos de lesdes que causam talassemia alfa.

== [F T [F

| — \ J
aalo o a-laa oo - --lo o a-/- - -l -
(normal) Talassemias alfa minimas ou menor Doenca de Hidropsia
Hb H Fetal
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Esquema 2: Representacao da lesao do gene alfa no cromossomo 16 e
suas consequéncias nos eritrécitos e a visualizacao da Hb H

em eletroforese alcalina em acetato de celulose.

SINTESE DAS HEMOGLOBINAS NA
TALASSEMIA ALFA

Cromossomo 11

RCG (i\c,:/> o RCG Y ) B

As talassemias alfa pela sua diversidade de manifestacdes
clinicas e laboratoriais sao também conhecidas por sindromes alfa
talassémicas. Essas variabilidades podem ocorrer dentro de cada grupo
étnico, dependendo da especificidade de mutacbes e de como se
expressam.

De uma forma geral, as sindromes alfa talassémicas sao
classificadas em: portador “silencioso” (ou talassemia alfa minima), traco
alfa talassémico (ou talassemia alfa menor), doenca de Hb H (ou

talassemia alfa intermédia) e hidropsia fetal.

Portador “'silencioso” - é o tipo mais comum entre as talassemias alfa e
se deve a delecdo de apenas um gene alfa (-,0/a,a). O portador desse
tipo de talassemia é assintomatico, e embora o volume corpuscular médio

(VCM) se apresente como discretamente microcitico (VCM < 80), a

165



morfologia eritrocitaria € geralmente normal com microcitose em algumas
células. A analise eletroforética de hemoglobina hemolisada com saponina
a 1% pode revelar tracos de Hb H que representam concentracoes
inferiores a 1%. Da mesma forma, se a analise for efetuada em sangue de
corddo umbilical, ou recém-nascidos, a concentracdo de Hb Bart's (y4)
situa-se entre 1 e 2%. A pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H, apds 30-60
minutos de incubacdo do sangue com azul de cresil brilhante a 37°C, pode
revelar uma célula positiva para cada 1.000 ou 2.000 pesquisadas.
Entretanto, nem sempre que aparece o tragco de Hb H na eletroforese, a
pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H resulta positiva. O diagndstico
laboratorial do portador silencioso de talassemia alfa requer uma série de
informacdes: discreta microcitose, com valores de Hb (g/dL) préximo do
limite inferior da normalidade, nao-responsiva ao tratamento com ferro,
histéria familiar, e identificacdo da Hb H em pelo menos um dos testes:
eletroforese ou pesquisa citolégica. A prevaléncia média do portador

silencioso para talassemia alfa é préximo de 17% na populagao brasileira.

Traco alfa talassémico - se deve a delegdao de dois genes alfa (-,-/a,a)
ou (-,a/-,a). Os portadores, apesar de serem normais sob o ponto de vista
clinico, reclamam de fraqueza, cansaco, dores nas pernas e palidez.
Apresentam microcitose com alteracdes da morfologia eritrocitaria e
discreto grau de anemia (Hb: 11 a 13g/dL, VCM e HCM diminuidos). A
andlise eletroforética da hemoglobina hemolisada com saponina a 1%

mostra a presencga de Hb H com concentragdes préximas de 2% (fig.8.2).
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Figura 8.2 - Eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose pH

8,6. (1) portador de Hb AC; (2) portador de traco alfa talassémico.

A pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H, apds 30-60 minutos de incubacdo
a 37°C com azul de cresil brilhante, permite a visualizagdo de uma célula

positiva para cada 250 a 500 pesquisadas (fig.8.3).

Figura 8.3 - Precipitados intra-eritrocitarios de Hb H em sangue de
portador do traco alfa talassémico, incubado a 37°C com

azul de cresil brilhante por 60 minutos.
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Da mesma forma que o caso anterior, a historia clinica do paciente e o
estudo familiar sdo fundamentais para se chegar ao diagndstico do traco
alfa talassémico. Sua prevaléncia na nossa populacdo é préxima dos 3%.
A deteccao do traco alfa talassémico é mais sensivel de se realizar em
sangue de cordao umbilical ou em recém-nascidos com um més de idade,

pois a Hb Bart’s apresenta-se com concentracoes varidveis entre 5 e 10%.

Doenca de Hb H - é causada pela delecao de trés genes alfa (-,-/-,a) .
Essa patologia se expressa com uma forma moderadamente grave de
talassemia, caracterizada por anemia microcitica e hipocrémica,
hemoglobina total variavel entre 8 e 11g/dL, aumento do baco e do
figado, e em alguns casos observa-se deformidades similares as que
ocorrem na talassemia beta intermédia. A hemoglobina H separada por
eletroforese alcalina, em sangue hemolisado com saponina a 1%,
apresenta-se bem visivel, pois sua concentracdo atinge até 20% (figura
8.4). A Hb H intra-eritrocitaria é facilmente identificada pela sua presenca
em varios eritrécitos em um mesmo campo microscopico (figura 8.5). Em
recém-nascidos, a Hb Bart’s apresenta-se com concentracdes entre 20 e
30%. A doenca de Hb H é rara no Brasil, apesar de varios relatos

cientificos provenientes de diferentes regides do pais.
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Figura 8.4. — Eletroforese de hemoglobinas em gel de agarose alcalina. O caso

no 4 é especifico de doenca de Hb H, com concentragdes de 20%
desta hemoglobina, 79% de Hb A e 1% de Hb A;. Os outros casos
sdo: 1: Hb SS; 2: Hb SC; 3: Hb A + Hb Instavel Koln; 5 e 6: Hb
CC.

Figura 8.5 - Precipitados intraeritrocitarios de Hb H na doenga de Hb H.
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Hidropsia Fetal - é a forma mais grave de todos os tipos de talassemias
(alfa e beta), pois € uma forma letal. E uma situagcao comum no Extremo
Asiatico, sendo, entretanto, esporadica no Brasil. As criancas recém-
nascidas afetadas pela delecao dos quatro genes alfa (-,-/-,-) apresentam
anemia muito grave, com hemoglobina inferior a 7g/dL, eritroblastose
fetal, edema, grande aumento do baco e do figado, e morte com poucas
horas apds o nascimento. Eletroforeticamente, a concentracdo de
Hb Bart’s, esta entre 80 e 100%, e a Hb H entre 10 e 20%.

A tabela 8.2 e a figura 8.6 apresentam um resumo dessas

quatro condigOes basicas de talassemia alfa.
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Tabela 8.2 - Sindromes alfa talassémicas. Sinopse geral da relacdao entre

delecdo dos genes alfa e conseqiiéncias fisiopatologicas.

Tipo de Delecao do Alteracoes Alteracoes Alteragoes
talassemia gene hematoloégicas Clinicas laboratoriais
Discreta
Portador (-,0/a,0) microcitose ou Nenhuma Tracos de Hb H
silencioso ou normocitose na eletroforese
Talassemia alfa VCM: 75-80 P.I.E. de Hb H:
minima HCM: 24-27 1/1.000 a 2.000
Microcitose
Trago -,-/a,0) hipocromia Geralmente Hb H: ~2%
talassémico ou ou anemia assintomatico P.I.E. de Hb H:
Talassemia alfa (Hb: 11-13g/dL) 1/250 a 500
menor (a/-a) VCM: 65-75
HCM: 20-24
Microcitose
Doenca de Hb H (-,-/-,a) hipocromia Anemia Hb H: 10-20%
ou Talassemia anemia hemolitica P.I.E. de Hb H:
alfa intermédia (Hb: 8-11g/dL) moderada em todos os
VCM: 55-65 campos do
HCM: 20-24 microscopio
Anisocitose
Hidropsia fetal (-,-/-,- poiquilocitose Morte neonatal Hb Bart’'s:
ou Talassemia eritroblastose com anemia 80-100%
alfa maior anemia hemolitica Hb H: 10-20%
(Hb: <7g/dL) grave

VCM: 100-110%*
HCM: diminuido

P.I.E.: Pesquisa intra-eritrocitaria. *: Elevagao do VCM devido a reticulocitose.
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Alfa Talassemia
«Tragos de Hb H na eletroforese [l

| o 5 | *Precipitados de Hb H nos eritrocitos
*Discreta microcitose
a (V) B «Anemia (+)
Doencade Hb H
P " *Hb H (10-20%) na eletroforese
| o 5 | *Precipitados de Hb H nos eritrocitos
*Anemia microcitica — hipocrémica (+, ++)
a($) *HCM {
‘Hb A, {

*Eslenomegalia

Sindrome Hidrdpica (Hidropsia Fetal)
*Hb Bart’s 80-100% [
*Hb H — 10% I
(p) *Anemia eritroblastica (++++)

Figura 8.6 - Representagdo esquematica da fisiopatologia da talassemia alfa,
relacionando o traco alfa talassémico, a doenca de Hb H e a hidropsia

fetal com a diminuicdo de sintese da globina alfa.

Finalmente é importante destacar que as hemoglobinas H e
Bart's apresentam alta afinidade pelo oxigénio, tornando sua liberagao
para as células e tecidos muito lenta e dificultosa, e como resultado causa
anoxia tecidual. Esse processo € mais grave e proporcional ao numero de
genes alfa afetados e consequentemente com diminuicdo de sintese de
globina alfa, conforme pode ser apreciado na figura 8.6 e tabela 8.2. Da
mesma forma, os graus de hemdlise e de anemia também estao na

dependéncia da quantidade de Hb H precipitada nos eritrocitos.
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Base molecular da Talassemia Alfa

O agrupamento de genes alfa esta localizado no brago curto
do cromossomo 16, e contém trés genes ativos: o gene zeta da fase
embrionaria, e os genes a1 e a2 (vide esquema abaixo). A sequéncia de
bases nitrogenadas nos dois genes alfa é idéntica, podendo, entretanto,
ocorrer algumas diferencas em situagdes anormais, por exemplo: o
“crossing-over” desigual (fig. 8.7) com resultados desproporcionais em
relacdo ao niumero de genes alfa por cromossomo 16. Atualmente se sabe
que o gene oz produz de duas a trés vezes mais RNA mensageiro que o
gene a1, mas a mensagem do gene a1 é traduzida com maior rapidez e,
por isso, a diferenca de sintese entre os genes a2 € a1 ndo é tdo grande
como se poderia esperar. A figura 8.8 mostra que cada gene alfa esta
localizado dentro de regides de homologia, representadas pelas letras, X,
Y e Z, e que sao interrompidas por duas regides curtas e ndao-homalogas,
para cada espaco de 4,2Kb (entre os genes yai e a2) e 3,7Kb (entre os
genes a2 e a1). E importante destacar que no agrupamento de genes alfa,

representado pela seguinte proposicao esquematica:

5.0 -yl -yl -you -o2 -oa1 -01... 3

ha duas regides hipervariaveis, uma localizada entre o gene &> e 0 y{1, 0
outro apos o gene 01. Por essa razao ocorrem consideraveis variagdes na
estrutura do agrupamento de genes alfa em pessoas consideradas
normais para a expressao de sintese de globina alfa. Assim, embora a
maioria das pessoas tenha quatro genes alfa (a,0/a,a), cerca de 2% da

populacao mundial tem cinco genes (a,a,a/a,a).
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Figura 8.7 - “Crossing-over” desigual entre dois cromossomos 16. (1) insergdo de trés
genes alfa (o?,0%/al,a') num dos cromossomos, e representado por
aao?37, No outro cromossomo, restou apenas um gene hibrido (a!,a?),
e representado por -a?7. (2) da mesma forma esse processo genético
pode ocorrer sem formacdao de genes alfa hibridos, e sdo representados
por aaa?" 4,2 e -a*2,

174



yoal o2 al

S {1 CHH ] CHoHE— 3
L1 L]l I I |
X Y Z X Y Z
4,2 Kb 3,7 Kb

Figura 8.8 - Regides homdlogas entre os espagos ya! e a?, e entre os genes o? e al.
Essas regides homélogas tém diferentes tamanhos em nimeros de bases
nitrogenadas: 3,7Kb e 4,2Kb, e sdo denominadas de X, Y e Z. Entre as
regioes homélogas X e Y, e entre Y e Z, localizadas no espaco de 4,2Kb,
ha dois espacos que correspondem as regides ndo-homédlogas. O
raciocinio € o mesmo em relagdo as regiées homodlogas e ndo-homalogas
localizadas no espaco 3,7Kb. O tamanho das regides homodlogas nos
espacos 3,7 e 4,2 sdo iguais, enquanto os das regides ndao-homodlogas
sao diferentes.

As mutacdes mais comuns que afetam as atividades de
sintese de globina alfa podem ser por delecao e ndo-delecdo. As delecdes
ocorrem particularmente por efeito de “crossing-over” desigual devido ao
desalinhamento entre os cromossomos 16 durante o processo de meiose
(fig. 8.7). O “crossing-over” entre as regides homodlogas do tipo Z,
geralmente envolve mudancgas entre os genes a1 € a2 deletando 3,7Kb de
DNA, e deixando um simples gene a2, ou um gene alfa hibrido ai/a2, num
dos cromossomos. Esse defeito € conhecido por delecdo -a3’. No outro
cromossomo com trés genes alfa (aaa), o portador ndo é afetado, pois
nao se demonstrou até o presente nenhuma desvantagem seletiva, desde
que associado a combinagdes, com os genes do tipo beta normais (y, § e
BA). O “crossing-over” entre as regides X nao envolve genes, perdendo
4,2Kb, e por isso a mutacao é conhecida por delecdo -a*2. O “crossing-
over” envolvendo a regidao Y ainda nao foi identificado.

A nomenclatura das falhas de expressdo do gene alfa estd
especificamente relacionada com a quantidade de producao de globina

alfa. Denomina-se de talassemia o, quando determinado gene alfa ndo
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sintetiza globina alfa, enquanto aqueles com sintese apenas reduzida
refere-se como talassemia a*.

Os haplétipos normais para globina alfa sdo representados por
aa, indicando os genes o> € a1, respectivamente. O individuo com
producao normal de globina alfa tem seu gendétipo representado por dois
hapldétipos aa (o,0/a,a).

Quando ocorre delecao do gene alfa, envolvendo um gene alfa
(-a) ou os dois genes alfa (- -) é possivel conhecer a extensao da lesao
por estudos moleculares. A delecdo -a3’ indica o desaparecimento de
3,7Kb do complexo génico. Quando o tamanho de uma delecdo nao esta
bem estabelecido, usa-se identifica-la pelo local de proveniéncia do
portador, por exemplo: a representacao - -Med descreve uma delecdo de
ambos genes alfa obtida de analise de material proveniente da regido do

mar Mediterraneo.

Talassemias a® - até o presente se conhece pelo menos, 12 delegdes
embora acredita-se que ha mais de 100 tipos de delecbes, envolvendo os
dois genes alfa (o2 e a1), conforme mostra figura 8.9. Analises detalhadas
sugerem quebras na regiao do agrupamento dos genes e pseudogenes do
agrupamento alfa, similares estruturalmente aos que ocorrem nas
translocagdes cromossémicas que originam algumas doencas malignas.
Esse contraste com os defeitos -a37 e -a*2? que sdao delegdes comuns em
diversas populacoes, os tipos o tem limitadas distribuices geogréficas, e
cada uma representa uma forma rara e incomum ocorrida por algum

acidente genético.
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Figura 8.9 — Sumario esquematico dos principais tipos de delegcGes no agrupamento de
genes alfa, cujos resultados se manifestam pela perda de expressao dos
genes alfa. Por exemplo: a delecdo aoR” atinge a regido hipervariavel
(HVR) e o gene (¢, a delecdo - -M"¢ atinge todos os genes do
agrupamento.

Talassemias ot - é o defeito molecular mais comum, envolvendo a
delecao de um dos genes alfa, conforme mostra a figura 8.2. O nivel de
expressao do gene alfa que nao foi afetado exerce sua atividade de
sintese que expressa diferentemente e proporcionalmente ao nimero de
genes alfa ativos. Destaca-se, entretanto, que a avaliagdo mais precisa é
efetuada pela medida de producdo do RNAm especifico para o gene alfa
em ambos os cromossomo 16. Sao cinco delegbes que ocorrem na
talassemia at*: -a31, -a3711, -g3.7111 -g42 e -¢3:>, todas com capacidade de
reduzir a producao de globina alfa. As talassemias a* por processo de
nao-delecao se devem, na maioria dos casos, a simples mutagdes nas
regioes de sequéncia do gene alfa que sdo muito importantes para a
sintese de globina alfa. A maioria das ndo-delecbes afetam especialmente
a expressdo de sintese do gene o2, agindo em regides invariantes das
bases nitrogenadas, formadas por guanina-timina, trocando-as por outra

base, ou interferindo no processo de translacao do RNAmM maduro. Sao,

177



portanto, mutacdes raras, restritas a determinadas regides geograficas.
Muitas das mutacdoes de talassemias alfa por ndo-delecao ainda

permanecem obscuras, sem que tenham sido caracterizadas.

Talassemia Alfa Adquirida

As talassemias alfa adquiridas sdo de causas nao-genéticas,
que geralmente se expressam como se fossem doencas de Hb H. A
maioria dos casos descritos aponta a associagdado com doencas
hematoldgicas, entre as quais se destacam a eritroleucemia, doencas linfo
e mieloproliferativas crénicas e agudas, e anemia sideroblastica. Todos os
casos confirmados e descritos na literatura cientifica apresentam pontos
comuns: corpos de Hb H intra-eritrocitarios, concentracdes de Hb H por
eletroforese variavel entre 10 e 60% e reducdo da sintese de globina alfa.

Um segundo tipo de talassemias alfa adquiridas esta associado
ao retardo mental. Estudos familiares mostraram resultados em que
nenhum dos pais dos pacientes com este tipo de associagao eram
portadores de genes para talassemia alfa. Anadlises citogenéticas
efetuadas nesses pacientes nao revelaram anormalidades importantes no
cromossomo 16. Admite-se, atualmente, que em casos cujo complexo
génico alfa apresenta-se intacto, a expressdao dos genes alfa pode ser
afetada por delecao dos seus genes vizinhos.

As talassemias alfa adquiridas tém sido identificadas em nosso
laboratorio desde 1988. Inicialmente, num estudo envolvendo 68
pacientes com doencgas linfo e mieloproliferativas observamos que 47%
deles apresentavam associacdo com o traco alfa talassémico.
Posteriormente estudando outros dois grupos de doengas cronicas:
Chagas e Diabetes mellitus, observamos que 0s pacientes apresentavam
também a presenca de Hb H, dentro do quadro tipico de traco alfa

talassemia, com freqtiéncia de 17,3 e 40,7%, respectivamente.
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Interacao da Talassemia Alfa com mutantes estruturais de globina
beta

Os principais mutantes de globina beta: Hb S, Hb C e Hb E,
podem ser significativamente afetados pela coexisténcia da talassemia
alfa. Observa-se nesses casos que a concentracdao da hemoglobina
variante, por exemplo, a Hb S, quando em heterozigose (Hb AS/Tal. alfa -
figura 8.10), decresce proporcionalmente a quantidade de genes alfa
afetados (tabela 8.3). Esse mesmo processo ocorre na Hb C (Hb AC) e
Hb E (Hb AE). O efeito da talassemia alfa associada a essas hemoglobinas
variantes se deve ao fato das cadeias beta (B*) estarem carregadas mais
negativamente e, por isso, dimerizam-se com maior eficiéncia do que
aquelas carregadas mais positivamente pela mutacao sofrida: pS (Glu~ —
Val®), Hb C (Glu~ - Lis*) e Hb E (Glu~ - Lis*). Da mesma forma, essa
variacdo que ocorre na formacdo de dimeros (o”BS) também difere em
relacdo ao tipo de mutagdao que originou a talassemia alfa. Individuos
homozigotos com delecdo o7 tém maior concentragdo de Hb S (22%) do
que aqueles com delecdo -a*? (18%). A figura 8.11, mostra por
eletroforese a interacdo entre Hb SS e doenca de Hb H, com visivel
caracterizacao da Hb H fracionada difusamente por ser formada por
tetrameros B;. Esses tetrameros de globina B sdo mais instaveis do que
os tetrameros pA, cuja Hb H se apresenta mais compacta no
fracionamento eletroforético (ver figura 8.2). Sob o ponto de vista da
fisiopatologia em pacientes com Hb SS associada ao trago alfa

talassémico, os efeitos patoldgicos sao minimizados.
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Aic

A> variante

Figura 8.10 - Eletroforese de hemoglobinas em gel de agarose alcalina.
Os casos 1, 2 e 3 pertencem a uma familia com Hb A, variante (1:
mae; 2: pai; 3: filho). O caso 4 é de um paciente com Hb AS
associada a talassemia alfa caracterizada pela presenca de Hb H

com concentragao de 8% (ASH).
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Figura 8.11 - Eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose, tampao
alcalino. O primeiro caso a esquerda é de um paciente com

anemia falciforme (Hb SS) associada a talassemia alfa

caracterizada pela presenca de Hb H difusa (B} ).

Tabela 8.3 - Caracteristicas hematoldgicas e laboratoriais da talassemia
alfa/Hb AS. Observe a diminuicao da relacao alfa/beta <

1,0 e sua associagao com anemia (Hb e VCM).

Genétipo da Hb VCM alfa/ Hb S
globina alfa (g/dL) (fL) beta (%)
o,o,0/0,0 13-15 80-90 --- 40

o,o,/o,0 13-15 80-90 1,0 35-40
-/ o, 0,0 13-15 80-90 --- 35-40
-o/ o, 0 13-14 75-85 0,85 30-45
-o/-a 12-13 70-75 0,75 25-30
--/-a 7-10 50-55 0,50 17-25
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Interacao Talassemia Alfa/Talassemia Beta

Os efeitos fisiopatoldgicos das talassemias se devem ao
desequilibrio verificado entre as globinas alfa e beta. A interacdao entre
talassemias alfa e beta diminui o grau do desequilibrio alfa/beta,
modificando inclusive os quadros clinicos e hematoldgicos. O numero de
genes alfa afetados, associados a talassemia beta homozigota, pode
produzir efeito benéfico. Os homozigotos para talassemia B* (B*/p* tal.)
nao dependentes de transfusdes sao frequentemente diagnosticados como
portadores também de talassemia alfa, e seus quadros clinicos se
assemelham aos da talassemia intermédia.

A associacao entre talassemias alfa e beta heterozigota se
apresenta com o quadro tipico de talassemia minima, com Hb A, normal
ou aumentada e presenca minima de Hb H (~1%). Nesses casos 0s
valores hematimétricos sao tipicos de talassemia beta menor com VCM e

HCM discretamente diminuidos.
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Talassemia Beta

As talassemias beta sao mais heterogéneas do que as do tipo
alfa. Caracterizam-se por uma alteracdo quantitativa da sintese de
globinas beta e sao classificadas como talassemias beta zero (ou
talassemia B%) quando nao ha sintese de globinas, e talassemias beta mais
(ou talassemia B*) quando ha alguma taxa de sintese. Consequentemente
as globinas alfa, que sdao sintetizadas normalmente, acumulam-se nos
eritrécitos, durante a eritropoiese, causando agregacgao e precipitacao. Os
precipitados, formados em quantidades varidveis, danificam a membrana
e destroem prematuramente essas células provocando a anemia (figura
8.12).

3
Pl
P il

Figura 8.12: LesOGes nas membranas de eritrécitos de pessoa com talassemia beta
causadas pela precipitacdo de globinas alfa livres. Essas globinas livres
causam a lipoperoxidagao da dupla camada lipo-protéica dos eritrocitos

talassémicos, reduzindo o tempo de vida dessas células.

As supressoes parcial e total das globinas beta, bem como das
globinas delta e gama situadas no mesmo cromossomo 11, e que dao
origem aos diferentes genodtipos de talassemias B, § e vy, estdo
representados na figura 8.13.

De forma geral, os tipos mais comuns entre as talassemias

beta sdao as heterozigoses: BA/B°, BA/B* mediterraneo, PA/p*+ africano,
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BA/B* silenciosa, pA/B° com Hb A, normal, e pA/B* com Hb Az normal. As
talassemias beta homozigotas correspondentes sdo: Bo/B°, B*/p*
mediterréaneo, p*+/p*+ africano, p*/p* silenciosa, p°/B° com Hb Az normal,
e B*/Bt com Hb A> normal. A tabela 8.4 apresenta as principais
caracteristicas laboratoriais de alguns desses tipos de talassemias beta,
nos estados de heterozigose e homozigose. A figura 8.14 representa
esquematicamente as consequéncias laboratoriais da reducao parcial ou
total da sintese de globina beta, nas talassemias beta heterozigotas (ou
menor), e nas talassemias beta homozigotas com reducao parcial de
sintese de globina beta (B*/B* ou B%/B*) e reducdo total de globina beta
(B%/B%), ambos sdo clinicamente caracterizados como talassemia beta
maior.

O modo de heranga das talassemias, assim como de outras
alteragcdes genéticas da hemoglobina, é autossémico, e o termo
dominante ou recessivo € dificil de ser aplicado, porque alguns
heterozigotos apresentam claros disturbios clinicos, ao passo que outros
ndao. No entanto, a talassemia beta é considerada de herancga autossdémica
recessiva, porque sao necessarios dois genes anormais da globina beta
para produzir o fendtipo clinicamente detectavel. Recentemente, no
entanto, formas dominantes de talassemia beta tém sido identificadas, as
guais resultam em fendtipos de talassemia intermédia para portadores de
um unico gene alterado.

Com a utilizacao de técnicas de biologia molecular foi possivel
a identificacdo de aproximadamente 180 tipos diferentes de talassemias
beta, cujas diversidades estdao relacionadas com os graus de lesdes no
gene beta, podendo inclusive atingir os genes delta, pseudogene beta-1,
0s genes gama alanina e gama glicina e até o gene embrionario épsilon. A
figura 8.15 representa por meio de tracos azuis a intensidade de lesao por
delecao sofrida pelos genes do complexo (B, 3, v*, v¢, yB1 e €), em alguns

casos bem conhecidos de talassemia beta.
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Figura 8.13: Representacdao esquematica de alguns genodtipos de talassemia beta. Os
genotipos B+ tal. e p° tal. sdo as formas mais freqlientes seguidas de PHHF

(persisténcia hereditaria de Hb Fetal).
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Figura 8.14: Relacdo entre quantidade de globinas alfa livre, niveis de Hb A, Hb A2

e Hb Fetal, e gravidade do quadro clinico em pacientes com talassemia

beta menor e maior.
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Tabela 8.4 - Principais caracteristicas laboratoriais dos tipos mais comuns de talassemia beta.

Homozigoto

Heterozigoto

Tipo de Sinonimo Anemia % Hb F % Hb A> Sinonimo Anemia % Hb F Hb A:
talassemia clinico clinico (%)
B* Cooley, ++++ ~90 Normal ou Talassemia + Pouco > 4,0
Talassemia aumentada menor elevada em
maior 50% dos
casos
B*Mediterraneo Cooley +++ 20-80 Normal ou Talassemia + Pouco > 4,0
aumentada menor elevada em
50% dos
casos
B*+ Africano Talassemia ++ 20-40 Normal ou Talassemia + Pouco > 4,0
intermédia aumentada menor elevada ou
normal
B* Silenciosa Talassemia +/++ 10-30 Aumentada Talassemia - Normal < 4,0
intermediaria minima
B° ou B* com Talassemia ++/+++ 20-80 Normal Talassemia + Normal 2,0-4,0
Hb A2 normal intermediaria menor
+: graduacdao de intensidade; (+): discreta; (++): moderada; (+++): grave;, (++++): muito grave; (-): ausente.
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Figura 8.15: Esquema representativo do complexo génico beta, relacionando os
diferentes tipos de delecdo que atingem os genes B, 3, YA, 1, yBl e g, as

formas de talassemia beta.
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Fisiopatologia

O processo fisiopatolégico da talassemia beta estd muito
relacionado com o desequilibrio que se verifica entre as sinteses de
globina alfa e beta. Com a sintese de globina beta afetada, por diminuicao
parcial (B*) ou bloqueio total (B°), a relagdo o/B supera o valor de
equilibrio que é de 1,0. A globina alfa, que ndo teve sua sintese alterada,
apresenta producdo normal, e como ndo ha globina beta suficiente para
formar tetrameros a2 ocorrera a presenca de globinas alfa livres, cuja
intensidade é proporcional a piora do quadro clinico do portador, seja
recém-nascido, ou com idade acima de 6 meses, conforme ilustra a figura
8.16.

100,0 —
80,0 Protedlise
Cadeias Alfa Livre
0,0 .ﬂ

médiolgrave |piora|piora|grave| médio

Figura 8.16: Representacdo grafica do quadro clinico do paciente com talassemia maior
(médio, grave e piora do quadro) relacionados com a quantidade de Hb A e
Hb Fetal. Quanto maior a concentracao de Hb A ou de Hb Fetal o quadro

melhora.

Fisiologicamente o excesso de globinas (ou cadeias) alfa livres
se instabiliza e se precipita sob forma de corpos de inclusao nos
eritroblastos. Essa precipitacdo provoca situacdes patoldgicas celulares,
conforme o local de sua ocorréncia. Quando se da na medula dssea,
observa-se uma sequéncia de fendmenos que se iniciam pela peroxidacao

dos lipideos da membrana eritrocitaria e geracdo de espécies ativadas de
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oxigénio, os radicais oxidantes ou radicais livres. A célula com baixa
hemoglobinizacdo € particularmente sensivel a esse tipo de agressao
toxico-oxidante, pois a membrana lesada permite a perda de potdassio e
adenosina-tri-fosfato (ATP), tornando o eritrocito rigido, sem o poder
natural da deformabilidade, e como consequéncia dificulta sua saida da
medula dssea para o sangue periférico.

Por outro lado, as células que tém maior hemoglobinizacao,
mesmo que seja pela presenca de Hb Fetal, apresentam-se com menores
graus de lesbGes e, portanto, maior periodo de vida. Ainda em nivel de
células eritroblasticas, a precipitacdao de globinas alfa causa o bloqueio da
sintese de DNA com consequente interrupcao da sintese de globinas. O
somatorio das situagdes anteriormente mencionadas: precipitacdao de
globina alfa, rigidez celular e lesao do DNA, provoca a eritropoiese ineficaz
que é responsavel pela situacao de anemia e pelo aumento da absorcdo
do ferro.

Quando os eritrdocitos com os corpos de inclusdes compostos
por globinas alfa atingem o sangue periférico, sua rigidez, associada as
lesGes na membrana eritrocitaria (figura 8.12), contribui para o sequestro
dessas células durante a circulacao nos sinusodides esplénicos. O resultado
dessa atuacao fisiopatoldgica que se verifica nos doentes talassémicos é a
anemia hemolitica, com aumento da concentracao da bilirrubina indireta e
da esplenomegalia. A esplenomegalia pode resultar em hipereslenismo,
pelo aumento da fungao do baco, levando a um processo mais abrangente
de destruicdo das células do sangue, gerado a leucopenia e a
plaguetopenia. A leucopenia pode contribuir para a instalacao de
infecgOes, constituindo-se em importante causa dos oObitos verificados em
doentes com talassemia beta maior. A plaquetopenia induz, por sua vez, o
derramamento de sangue nasal (epistaxes).

As consequéncias provenientes da eritropoiese ineficaz,
hemdlise e hiperesplenismo resultam em anemia grave com anoxia,
cardiopatias que sdo importantes causas de o6bito na talassemia maior,

hipermetabolismo com emagrecimento, febre, aumento do nivel de
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acido urico e gota, e a necessidade de transfusdes repetidas de sangue.
Essas transfusdes, que se tornam periddicas para os talassémicos
doentes, causam o acumulo de ferro e da ferritina, podendo ocorrer
hepatopatias graves por hepatite transfusional, além de doencas
transmissiveis em transfusdes, notadamente a AIDS e hepatite C, e
esporadicamente doenca de Chagas e Sifilis.

Devido a deficiéncia significativa de globina beta, a formacao
de hemoglobina fica por conta das globinas alfa e gama, resultando na
elevagcao percentual ou relativa da Hb Fetal. Embora, com baixa
concentragao corpuscular, a Hb Fetal com sua alta afinidade pelo oxigénio
contribui para a anoxia tecidual. A anoxia tem efeitos maléficos ao
organismo, predispondo-o as infeccbes, ao aparecimento de Ulceras nas
pernas e a interferéncia na secrecao de eritropoietina que promove a
hiperplasia eritréide. A hiperplasia eritroide causa o aumento da absorgao
do ferro, com seu acumulo sob forma de ferritina. Nesse caso especifico
de acumulo de ferro o doente talassémico grave pode ter varias
consequéncias patolégicas desde que nao utilize de processos de
eliminacdao do ferro. Outras situagdes fisiopatoldgicas importantes se
devem a diminuicdo do nivel de folatos, que promove um quadro
hematoldgico em sangue periférico similar ao da anemia megaloblastica, e
as lesdes Osseas determinam a presenca de deformidades do cranio,
maxilar e face, baixa estatura e a presenca de massas extra-dsseas, ou
metaplasias mieldides, com formacgdes tumorais no mediastino e
retroperitonio, ou acentuada esplenomegalia e hepatomegalia.

Finalmente, o aumento da bilirrubina indireta, especialmente
na talassemia beta maior, produz a excrecao de dipirrdis pela urina e

litiase biliar.
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As figuras 8.17, 8.18 e 8.19 mostram de forma esquematica a

seqliéncia dos eventos fisiopatoldgicos.
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Figura 8.17: Conseqiiéncias fisiopatoldgicas causadas pelo despareamento de globinas

alfa livres.
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Figura 8.18: Conseqiiéncias fisiopatoldgicas causadas pelo despareamento de globinas

alfa livres.
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Figura 8.19: Intercorréncias comuns na talassemia beta maior.

Talassemia beta homozigota (maior)

O primeiro relato cientifico da talassemia beta homozigota foi
realizado por um pediatra americano, o Dr. Thomas B. Cooley, que
juntamente com sua colega Pearl Lee descreveu, em 1925, os achados
hematoldgicos e clinicos efetuados em quatro criancas que apresentavam
anemia grave com aumento do baco e deformidades dos ossos da face e
do cranio. Destacaram um fato importante: as criancas tinham origem
ancestral da regido do mar Mediterrdneo, por serem de descendéncias
italiana e grega. A partir desse relato, essa sindrome foi denominada por
anemia de Cooley & Lee, mas constantemente referida apenas como
anemia de Cooley. Alguns anos depois, devido a alta prevaléncia de
relatos similares, principalmente na Itdlia e na Grécia, e também no

Libano, Tunisia, Argélia etc., esses casos de anemias graves passaram a
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ser conhecidos como Anemia do Mediterraneo. Mais tarde, durante o
Congresso Internacional de Hematologia de 1940, um grupo de cientistas
optou pelo termo talassemia major, onde, em grego, thalassa significa
mar, e anaima falta de sangue. A adjetivacao da gravidade inicialmente
foi caracterizada pela palavra major, que significa maior. Posteriormente,
com o aprofundamento dos estudos genéticos, passou-se a conhecer
melhor as formas de transmissdes hereditarias e os defeitos dos genes, e
a forma grave foi denominada de talassemia beta homozigota; a
talassemia minor ou menor, de heterozigota; e a talassemia intermédia
foi definida por uma classificagdo muito mais clinica do que genética ou
laboratorial.

A talassemia beta homozigota €&, portanto, o resultado do
estado homozigoto tanto do tipo B* quanto do tipo B° ou, em casos mais
raros, de duplo componente heterozigoto p*/B°. A auséncia ou deficiéncia
acentuada na producao de cadeias beta causa anemia grave devido a
hemdlise intramedular, bem como no baco. As criancas afetadas pela
talassemia beta homozigota padecem de anemia no primeiro ano de vida,
a partir do periodo em que o nivel de producao de globina gama decresce,
e nao ha a devida hemoglobinizagao pela diminuicdo de sintese de globina
beta, enquanto a globina alfa tem sua sintese normal. O resultado do
desequilibrio de sintese se manifesta por efeitos fisiopatoldgicos ja
descritos. A figura 8.20 mostra uma representacao grafica das falhas do

gene beta relacionados as talassemias menor e maior.
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Heranca Normal de Genes Beta

Heranca de complexos génicos beta normal proveniente um
do pai e outro da mae.

As combinacdes com globinas alfa resultam em:

Hb A (a2B2) com 96 a 98% de concentragao

Hb Az (0282); 2 A 4%

Hb Fetal (ay2): 0 a 1%

Talassemia 3° menor

Neste caso um dos pais transmitiu a heranca de complexo
génico normal e o outro transmitiu o complexo génico com
falha total no gene beta. A anemia pode ser discreta a
moderada, com Hb Az geralmente elevada.

Talassemia B* menor

Um dois pais transmitiu o complexo génico normal e o outro
transmitiu o complexo génico com falha parcial no gene
beta. A anemia é discreta, com Hb A. geralmente elevada.

Talassemia 3° maior

Heranca de dois complexos génicos com falha total no gene
beta. A sintese de gene gama (Hb Fetal) tende a compensar
a falha, porém sem sucesso para completar a
hemoglobinizagdo. A anemia é gravissima (Hb: 3 a 4 g/dL)
com 98% de Hb Fetal.

Talassemia 3* maior

Heranca de dois complexos génicos com falha parcial no
gene beta. Neste caso ha discreta sintese de Hb A e de Hb
Fetal, mas a anemia é grave (Hb: 5 a 7g/dL). A eletroforese
mostra Hb AF.

Talassemia B*/B° maior

Heranca de dois complexos génicos alterados, um com falha
total e outro parcial. As conseqliéncias clinicas, genéticas e
laboratoriais sdo semelhantes a tal. p* maior.

Figura 8.20: Representagdo grafica de diversas possibilidades de falhas no gene beta do complexo génico B, §

e y como resultado de talassemias beta menor e maior.
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Muitos dos doentes afetados morrem na infancia ou na
adolescéncia, podendo, entretanto, alcancar a terceira década, conforme a
atencdo médica e terapéutica recebidas. Destaca-se, porém, que as
principais causas de 6bito sdo infecgdes ou insuficiéncias cardiacas, devido
a deposicdo de ferro no miocardio. O acumulo de ferro é decorrente da
extensa e prematura destruicao dos eritrécitos, tanto daqueles que sao
continuamente produzidos para suprir a anemia hemolitica, quanto dos
recebidos em transfusdes sanguineas frequentes e necessarias, bem como
da absorcao gastrointestinal aumentada do ferro recebido pela dieta
alimentar.

O padrao de hemoglobinas nos pacientes com talassemia beta
homozigota é variavel, caracterizando-se pelo aumento de Hb Fetal, com
concentragbes que variam de 20 a 90%. A Hb A, pode estar normal ou
elevada e a Hb A aparece somente nos casos de deficiéncia parcial da
sintese de cadeias beta. As criangas que ndo recebem tratamento
adequado desenvolvem o quadro clinico tipico da talassemia beta maior,
que inclui, além da anemia grave, deformidades &sseas devidas a
hiperplasia medular, hepatoesplenomegalia, pigmentagao marrom da pele,
disturbios cardiacos e enddcrinos, atraso no crescimento e na maturacao
sexual, infeccdes recorrentes e deficiéncia de acido fdlico. Por isso, para
garantir a sobrevida dos pacientes, é necessario o tratamento continuo
que consiste em transfusdes sanguineas regulares, que mantém um nivel
de hemoglobina adequado e diminui a atividade da medula dssea, € no
uso de quelantes do ferro, que auxiliam a eliminacao do excesso desse
metal no organismo. A tabela 8.5 resume as principais caracteristicas
laboratoriais que sao comuns em pacientes com talassemia beta

homozigota ou maior.
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Tabela 8.5: Sinopse das alteragdoes laboratoriais em doentes com talassemia

beta maior.

Talassemia Beta Maior

Caracteristicas Laboratoriais

[ 1 Hb Fetal - 20 a 90%
[ ] Anemia hemolitica microcitica e hipocrémica (Hb < 7g/dL)

[ ] Morfologia eritrocitaria: anisocitose poiquilocitose
células em alvo esferdcitos
formas bizarras hipocromia

células fragmentadas
siderdcitos eritroblastos
pontilhados baséfilos  anel de Cabot
[ ] Reticuldcitos: aumentados
[ ] Leucécitos: frequentemente elevados com desvio a esquerda
[ ] Plaquetas: normais
[ ] Ferro sérico e capacidade de transporte: elevada
[ ] Ferritina: elevada
[ ] LDH sérico: elevado
[ 1 Bilirrubina indireta: elevada (1 a 3mg/dL)
[ ] Urobilinogénio na urina: elevado
[ ] Sobrevida dos eritrécitos: diminuida
[ ] Fragilidade osmoética: diminuida
[ ] Fragilidade mecénica: aumentada

[ ] Medula éssea: hiperplasia das células eritroides

Talassemia beta heterozigota (menor)

O estado heterozigoto da talassemia beta é caracterizado
geneticamente pela heranca de um Unico componente alterado (figura
8.20). Nas formas B° e B+, a reducao da taxa de sintese da globina beta é
menor, mas o suficiente para causar discreto grau de anemia microcitica e
hipocrobmica com aumento de resisténcia osmodtica dos globulos
vermelhos. Sdo indistinguiveis por exames laboratoriais de rotina (tabela

8.4), entretanto, com a utilizacdo de técnicas de sintese de cadeias ou de
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biologia molecular com sondas especificas de DNA, podem-se diferenciar
esses heterozigotos.

Muitas vezes, a doenca é mal diagnosticada e os pacientes sao
tratados inadequadamente, como se apresentassem anemia por
deficiéncia de ferro. Laboratorialmente, as formas de talassemia B° ou B*
caracterizam-se pelo aumento de Hb A (fig.8.21) cuja concentragao varia
de 4 a 7%, alteracdbes morfoldgicas dos eritrécitos identificados
especialmente por microcitose e hipocromia com muitos esquisoécitos,
dacriocitos e pontilhados baséfilos (figura 8.22), resisténcia osmotica
aumentada na solugao de NaCl a 0,36%, diminuicao da hemoglobina
corpuscular média (HCM) e do volume corpuscular médio (VCM). A
Hb Fetal pode estar normal ou discretamente aumentada. As
manifestacdes clinicas, quando presentes, variam entre os diferentes
grupos raciais, e entre elas podemos citar astenia, cansaco e bacgo
palpavel. A artrite também pode ser constatada na talassemia beta
heterozigota. Os niveis de acido fdlico e vitamina B12 plasmaticas
apresentam-se dentro dos limites normais em talassémicos beta

heterozigotos.

A

AA  [3mEnor

Figura 8.21: Hb A2 aumentada em portador de talassemia beta menor, visualizada por
meio de eletroforese alcalina (pH 8,5) em acetato de celulose em

comparacao com Hb AA e Hb A2 normal.
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De uma forma geral, a maioria dos portadores de talassemia
beta, heterozigota apresentam padrdes hematolégicos que sdo
coincidentes em 90% dos casos descritos na literatura:

VCM: (61 a 73) fl

HCM: (20 a 24) pg

Hb A>: (4 a 7)%

Formas atipicas de talassemia beta heterozigota podem
ocorrer, das quais os principais tipos sao os seguintes:

Tipo 1 - talassemia beta heterozigota, com Hb A aumentada,
VCM e HCM normais.

Tipo 2 - talassemia beta heterozigota, com Hb A; diminuida,
Hb Fetal discretamente elevada, VCM e HCM diminuidas. Esses casos sao
suspeitos de talassemia heterozigota beta-delta.

Tipo 3 - talassemia beta heterozigota, com Hb A> normal e
VCM e HCM diminuidos. Esses casos sdo suspeitos da associacdo entre

talassemia alfa e beta heterozigotas.

!

T00La

Figura 8.22: Morfologia eritrocitaria tipica de talassemia beta menor.
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Talassemia intermédia

As formas clinicas denominadas por talassemia intermédia sao
aquelas resultantes de diferentes interacdes genéticas, cujos portadores
apresentam quadro clinico mais ameno do que o da talassemia beta maior
e nao sao dependentes de transfusao sanguinea. A talassemia beta
intermédia pode decorrer da interacao das talassemias alfa e beta, com
reducao concomitante e significativa de ambas as cadeias globinicas, o
gue diminui o numero de cadeias desemparelhadas e propicia uma
reducao na taxa de destruicdo dos eritrocitos em comparagao com as
formas graves de talassemias. Entretanto a forma mais prevalente de
talassemia beta intermédia se deve a lesdes do tipo B* (B*/B*), cujo
diagnostico laboratorial somente ¢é feito por biologia molecular. A
talassemia beta intermédia pode decorrer também de manifestagdes da
talassemia beta com alguns tipos de hemoglobinas variantes,
particularmente a Hb E, Hb S e Hb C.

Interacoes entre talassemia beta e Hb variantes

As formas interativas mais frequentes entre talassemias beta
e hemoglobinas variantes, no Brasil, sao Hb S/beta talassemia e Hb
C/beta talassemia. Ha trés formas principais de Hb S/beta talassemia: (a)
Hb S/B° talassemia, (b) Hb S/p* talassemia tipo Mediterrédneo, (c) Hb
S/p*t talassemia tipo Negro.

A forma Hb S/B° talassemia apresenta-se clinicamente
parecida com a anemia falciforme, ou Hb SS, mas seus eritrocitos
mostram os valores de HCM e VCM diminuidos. Na analise eletroforética a
concentracdo de Hb S é variavel entre 80 e 90%, a Hb Fetal esta
aumentada (até 20%), ha auséncia de Hb A, e a Hb A, estd
constantemente elevada. Para se efetuar um diagndstico laboratorial
seguro é importante a realizacdo de exames nos pais dos portadores, que

certamente se apresentarao como sendo um deles portador de talassemia
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B heterozigota e outro de Hb S. Para melhor entendimento veja a figura
7.10, no capitulo 7 “Doenca falciforme”.

A forma de Hb S/ talassemia B* Mediterraneo é similar em
gravidade a anemia falciforme, excetuando-se com relagdo as crises de
falcizacdo, que ocorrem com menor frequéncia, apresentando, entretanto,
um hiperesplenismo que causa anemia mais proeminente. As alteragoes
nos eritrocitos sao caracteristicas das talassemias e na analise
eletroforética observa-se a presenca de Hb A (15 a 30%), bem como
Hb S, sempre com maior concentracao que a Hb A. A Hb Fetal e Hb A;
podem estar elevadas, sem ser regra geral. Para melhor entendimento
veja as figuras 7.10 e 7.12, no capitulo 7 “Doenca falciforme”. A forma
Hb S/talassemia B** tipo Africano € moderada, os portadores sdo menos
anémicos do que aqueles com a forma Mediterranea. Os indices
hematimétricos sao parecidos com aqueles observados em talassémicos
heterozigotos. A analise eletroforética mostra a concentracdao de Hb A
variavel entre 25 e 30%, Hb S com niveis quantitativos superiores ao da
Hb A, e hemoglobinas Az e Fetal com valores elevados.

As interacdes envolvendo Hb C e talassemia causam anemia
hemolitica de grau moderado sem, entretanto, com as complicacdes

apresentadas nas interagdes entre Hb S e talassemia beta.

Talassemia beta-delta

Essa talassemia é resultante da deficiéncia de ambas globinas
beta e delta, que estd associada a hemoglobinizacdo deficiente dos
eritrécitos.

A talassemia beta-delta no estado de homozigose produz
guadro clinico semelhante ao verificado na talassemia intermédia. A
Hb Fetal constitui 100% da concentracao total da hemoglobina, devido a
auséncia de sintese das hemoglobinas A e Az. A analise citoldgica dos
eritroblastos, corados com solugcao supravital, mostra a presenca de
agregados de cadeias alfa, enquanto a fragilidade osmética e a HCM estdo

diminuidas. A forma heterozigota, por sua vez, é caracterizada por niveis
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normais ou diminuidos de Hb A, a Hb Fetal apresenta-se com valores
variaveis entre 5 a 20%, a anemia é discreta e a HCM esta diminuida na
maioria dos portadores. A Hb Fetal estd heterogeneamente distribuida
entre os globulos vermelhos quando analisada em esfregaco submetido ao

teste de eluicdo acida, conforme mostra a figura 8.23.

Figura 8.23: Distribuicdo heterogénea de Hb Fetal intra-eritrocitaria. Esse teste
citolégico é usado para diferenciar o aumento da concentracdo de Hb
Fetal que ocorre na persisténcia hereditaria de Hb Fetal (distribuigdo
homogénea) das talassemias beta maior e intermédia (distribuigdo

heterogénea).

Associacao entre talassemias beta e beta-delta

A heterozigose dupla para talassemias beta e beta-delta com
Hb Fetal elevada é mais freqliente na Grécia. Os portadores dessa forma
de talassemia tém anemia de gravidade intermediaria, geralmente
compensada sem transfusdes. Entretanto, os sinais clinicos e a
manifestacao da anemia variam consideravelmente, e alguns pacientes
podem ter hepatoesplenomegalia, anemia e osteoporose. Os pacientes

padecem, ainda de predisposicdo a anemia hemolitica auto-imune. Os
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resultados hematoldgicos sao similares aqueles encontrados na talassemia
beta homozigota, com graves alteragdes eritrocitarias, diminuicdo da HCM
e da fragilidades osmética, corpos de inclusdo sao compostos por
agregados de cadeias alfa livre, alta concentragcao de Hb Fetal (50 a 90%)
e Hb A; normal ou diminuida (figura 8.24). A distribuicdo da Hb Fetal
intracelular é geralmente homogénea. O diagndstico é confirmado por
exames nos pais, um deles é heterozigoto para talassemia beta e outro

para variante beta-delta com Hb Fetal elevada.
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Figura 8.24: Esfregago de sangue de paciente com anemia grave, tipica de beta maior,
mas que andlises laboratoriais revelaram ter gendtipo B°5/B°. Hipocromia

acentuada, eritroblastos, corpos de Howell-Jolly, etc.

Talassemia delta

Desde que a Hb A representa somente uma menor fragao da
hemoglobina total, o desequilibrio da sintese de cadeia delta ndo tem
efeito significativo na morfologia dos gldbulos vermelhos e ndo tem

importancia clinica, a menos que esteja associada com outra hemoglobina
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anormal. Na talassemia delta heterozigota espera-se uma diminuicao da

Hb A., enquanto nos homozigotos esta fracdo esta totalmente ausente.

Persisténcia hereditaria de Hb Fetal

A persisténcia hereditdria da hemoglobina Fetal (PHHF) é um
termo que abrange uma variedade de condicdes, todas associadas com a
producdo persistente de Hb Fetal apds o periodo neonatal, com auséncia
de anormalidades hematoldgicas importantes. E incluida no capitulo das
talassemias beta devido ao fato de o gene beta estar parcial ou
totalmente bloqueado para a sintese de globina beta. Entretanto, na PHHF
essa acao deletérea é compensada pela continua sintese de Hb Fetal.

A classificacao da PHHF pode ser resumida em dois grupos
basicos: 1) o tipo Negro, e 2) o tipo Grego, que sao formas mais
freqlientes com distribuicdo homogénea de Hb Fetal intra-eritrocitaria, e o
tipo raro em que a persisténcia da Hb Fetal apresenta-se com distribuicao
heterogénea.

A associagao entre PHHF e hemoglobinas variantes tem sido
descrita notadamente em portadores de Hb S (Hb SF) e Hb C (Hb CF).

Nos portadores de PHHF/Hb S a falcizagdo nao ocorre
facilmente, pois a Hb Fetal exerce em cada célula, uma acdo protetiva
contra a desoxigenagao. Clinicamente os portadores dessa interagao
possuem eritrocitos com caracteristicas falcizantes diferentes entre si (fato
inverso ao que ocorre na anemia falciforme) e, dessa forma, os pacientes
nao tém infartos recorrentes e se tornam clinicamente parecidos com os
portadores de Hb AS.

A associacao entre PHHF e talassemia beta heterozigota
provoca alta concentracao de Hb Fetal associada com microcitose devido a
talassemia. Nesse caso, o diagndstico laboratorial torna-se dificil e
confuso, por apresentar algumas caracteristicas da talassemia beta

homozigota. Entretanto, a condicdo clinica moderada, juntamente com o

205



estudo familiar, auxilia na diferenciacao entre essa forma de interacao e a

talassemia beta homozigota.

Base molecular da talassemia beta

As talassemias beta constituem um grupo de alteragdes
genéticas da sintese de hemoglobina extremamente diverso e que resulta
na diminuicdo da globina beta. Clinicamente ha grande variabilidade com
relacao a sintomas e manifestagdes, e essas condigoes sao resultantes de
fatores genéticos e adquiridos. A variabilidade clinica e hematoldgica
sugere heterogeneidade genética, que € confirmada atualmente pela
grande gama de mutacbes e alteragdes génicas que originam as
talassemias beta e cuja classificacdo pode ser realizada por andlise de
DNA. O complexo génico das cadeias do tipo beta compreende uma
extensao de aproximadamente 50Kb, incluindo os cinco genes funcionais e
o pseudogene, e estao arranjados na seqliéncia 5’-3’, na mesma ordem
em que sao ativadas durante as fases do desenvolvimento humano.

Mais de cem pontos de mutacao causando talassemia beta
foram bem caracterizados, resultando num déficit de cadeias beta que
varia de minima (alelo beta mais) a auséncia completa (alelo beta zero).
Heterozigotos, incluindo os portadores de alelos beta mais e beta zero,
sao clinicamente assintomaticos, ao passo que os homozigotos ou
portadores de componentes heterozigotos associados apresentam
sintomas evidentes, acompanhados de quadros hematoldgicos muito
alterados e sao dependentes de transfusdo. Variagcdes de ordens clinica e
hematoldgica sao observadas, conforme a origem racial do portador.

Grande parte das talassemias beta é determinada por
mutacdes que afetam um pequeno numero de pares de bases e interferem
na transcricao, processamento, transporte, estabilidade e traducao do
RNAmM, ocorrendo também casos de variantes de cadeias polipeptidicas,

dentre as quais podemos citar:
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A) Mutacdes que afetam a transcricdo - concentram-se na
substituicdo de nucleotideos no “TATA box” e nas sequéncias
CACACC distal e proximal, todos n regiao promotora 5’ do
gene beta. Estdo geralmente associadas a fendtipos
moderados com inicio de transcricao reduzido. Variacdes
étnicas dos fendtipos sdao observadas, sendo provavelmente
influenciadas pela presenca ou auséncia de um nucleotideo
na regidao promotora. Amplificacdao génica por PCR pode ser
util ndo s6 para o diagndstico das talassemias, mas também
para estudos de expressao génica em nivel transcricional,
pois fornece taxas de RNAm especifico 10 vezes maior do
que o normal.

B) Mutantes que alteram o RNAmM - as mutacdes que afetam a
estabilidade do RNAmM podem estar tanto em alteragdes no
capuz da extremidade 5’, como na regiao de clivagem do
RNAmM e no sinal de poliadenilacao AATAA da extremidade 3'.
As mudancas no capuz que alteram o primeiro residuo,
afetam a funcao do RNAmM reduzindo a transcricao e
retardando o processo de formagao do capuz, alterado dessa
forma a estabilidade do RNAmM. Do mesmo modo, mutagoes
na extremidade 3’, reduzem acentuadamente a clivagem do
RNAm, produzindo moléculas mais longas e instaveis.
Metodologias para determinacdao das taxas de RNAmM
fornecem novas e simplificadas formas de diagndstico para
as sindromes talassémicas e avaliacdo da expressdo génica
em nivel transcricional.

C) MutagOes que afetam a tradugao - a talassemia beta pode
ser também originada por mutacdes sem sentido, que
formam cédons de terminalizacdo na regidao codificadora
interrompendo a traducao, e por mutacoes de sentido
erréneo, originando cédons para aminoacidos alternativos,

como por exemplo, as Hb beta-Indianapolis e beta-Showa-
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Yakishyi, com alteracdes nos aminoacidos 112 e 110,
respectivamente. Essas cadeias sdo degradadas logo apds
sua sintese, devido a sua grande instabilidade, acarretando
um estado muito similar ao produzido por reducdao de
cadeias beta. Sete, dos 91 alelos, afetam a traducao do
RNAmM da globina, sendo tanto em relacao as sequéncias sem
sentido, que determinam a tradugao, como em insergoes,
delecdes e mutagdes “de novo”.

D) Delecdes produzindo talassemia beta - um grande numero
de delegbes afetando o gene beta da globina tem sido
observado; muitas envolvendo o0s genes delta e beta
simultaneamente, com alguns casos de PHHF e talassemia
delta-beta. A delegdao mais comum remove 619 pares de
bases do intron 2, do éxon 3 e da sequéncia 3, do gene beta.
Outras possuem particular interesse, porque deixam o0 gene
beta intacto com expressao silenciosa, mas sao formas muito

raras de serem identificadas.

Analise da Talassemia Beta por técnicas moleculares

Varios tém sido os métodos utilizados o diagnédstico das
hemoglobinopatias pela analise do DNA, quer seja para a caracterizacao
da mutagdo presente quer seja para o diagndstico pré-natal.

O diagnéstico pré-natal das talassemias do tipo beta, alguns
anos atras, era possivel através da amostra de sangue fetal colhida in
utero, ou de células do liqguido amnidtico, sendo que este método
apresentava alguns sérios inconvenientes, ou seja:

- A coleta era realizada somente a partir da 172 semana da
amenorréia, o que resultava, quando aconselhada, a interrupcao da
gravidez numa fase delicada e psicologicamente danosa para a mae.

- A coleta e sua analise nao poderiam ser realizadas, a nao ser
em grandes centros especializados pois, com efeito, o diagndstico pré-

natal das talassemias do tipo beta repousava sobre a evidéncia de uma
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variacao, quantitativa da sintese da cadeia beta globina. Isso exigia uma
amostragem de pureza absoluta e analise do sangue fetal por eletroforese
de focalizacao isoelétrica das hemoglobinas, além do estudo dos
reticuldcitos fetais para sintetizar in vitro, na presenca de leucina triciada,
cadeias de hemoglobinas.

A partir de 1982, foi possivel realizar este diagndstico pela
analise do DNA de material trofoblastico colhidos entre a oitava e a 122
semana da amenorréia, o que permitia, quando necessario, a interrupcao
da gravidez num estado precoce. Uma simples eletroforese desse material
permitia reconhecer os casais de risco, mas, infelizmente, esse tipo de
anadlise ndo informava com precisdo a natureza do defeito molecular
responsavel pela doenca, sendo que a maioria das mutacdes beta
talassémicas permaneceu por muito tempo inacessivel por um diagndstico
direto, pois a utilizacao de oligonucleotideos era possivel unicamente em
raros centros de estudo piloto. Por outro lado, as lesdes moleculares que
alteravam um sitio de restricdo ou as grandes delecdes facilmente
detectaveis nao eram comuns. Todavia, os genes beta talassémicos
podiam ser indiretamente evidenciados pela andlise das ligagdes genéticas
através dos marcadores RFLPs (polimorfismo dos diferentes fragmentos
de DNA obtidos através de restricao enzimatica) da regidao que contém os
genes da globina da familia beta. Mas, essa técnica dificulta o diagnéstico,
pois ela impde um completo estudo familiar algumas vezes impossivel.
Além disso, a necessidade de testar um grande numero de enzimas de
restricdo, de utilizar diferentes e diversas sondas, com o propodsito de
evidenciar os RFLPs informativos, desestimulou consideravelmente este
tipo de analise.

Assim, outros tipos de analises foram sendo testados com o
intuito de se determinar a distribuicao das mutagdes nos diferentes grupos
étnicos. Isso permitiu, com o tempo, a aplicacao de uma estratégia para o
diagnéstico que evidenciasse a mutacdo em questdao, sendo que as
principais conclusdes desses estudos foi 0 desenvolvimento e a introdugao

de uma metodologia muito promissora, a PCR (“polymerase chain

209



reaction”), que consiste na amplificacao seletiva de um fragmento de
DNA, permitindo obter-se uma multiplicacao exponencial de uma
sequéncia do DNA escolhida no meio da qual se encontra a mutagdo. O
principio do método consiste em utilizar dois oligonucleotideos,
construidos artificialmente, e que sejam complementares as extremidades
escolhidas de uma determinada regidao onde ocorre a mutacdo, ou com
sequéncia normal; e uma polimerase, a Taq polimerase. Apds a
amplificacdo, a mutacdo pode ser caracterizada por uma das técnicas
atualmente em uso e na dependéncia das condicdes laboratoriais de cada
centro de pesquisa. A ampliacao permite igualmente determinar
diretamente a sequéncia do DNA amplificado e o sitio de uma mutacao.
Através destes estudos chegou-se as seguintes conclusoes:

1. Foram catalogadas, até o momento, mais de 100 diferentes
mutacdes do gene beta globina, sendo a grande maioria
representada por mutagdes pontuais.

2. Existe, proprio de cada grupo étnico, um pequeno nimero de alelos
especificos responsaveis por aproximadamente 90% das mutacgdes
talassémicas, ou seja:

a) nas populacdes da regido mediterranea: cdédon sem sentido
39 (C—>T)IVSInt 110 (G > A), IVSInt 6 (T > C), IVSI nt 1
(G - A) e IVSII nt 745 (C — G). Dois destes defeitos
moleculares sao responsaveis por perto de 60% dentre estas
mutacdes, a B° e a BT 110 que predominam respectivamente a
leste e a oeste da bacia do Mediterraneo;

b) nas populacdes da India e do Paquistdo: IVSI nt 5 (G - G),
delecao de 619 pares de bases, “frameshift” 8-9, IVSI nt 1 (G
— T) e “grameshift” 41-42;

c) nas populagbes chinesas e do sudeste da Asia: “grameshift”
41-42, IVSI nt 654 (C —» T), cdodon sem sentido 17 (A > T) e -
28 (A - G);

d) entre os negros americanos: -29 (A - G), -88 (G - T) e
codon 24 (T — A).
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3. O Norte da Africa (Argélia e Tunisia) constitui um caso particular,
pois os cinco defeitos moleculares mais frequentes no Mediterraneo
representam menos do que 50% das mutacdes. Além do mais,
existe uma grande heterogeneidade molecular e varias mutacoes
foram caracterizadas neste grupo étnico (IVSInt1 G - C, IVSInt T
-G, IVSInt2T—>C,IVSInt5G > AelIVSInt843 C — A).

Desse modo, num primeiro plano, as mutacdes a pesquisar
sao fungdes da etnia do paciente e da natureza da talassemia, seja B° ou
seja B*. Esta pesquisa, atualmente, é realizada apds amplificacdo do gene
beta; seja por digestao do produto da amplificagdo com determinadas
enzimas de restricdo; seja por hibridizacdo com oligonucleotideo alelo
especifico (ASO ou Dot Blot). Todavia, estas técnicas ndo sdo totalmente
satisfatdrias, pois a origem étnica dos pacientes, principalmente no Brasil,
€ muito variada, sendo necessario dispor de um grande numero de
oligonucleotideos alelo especificos o que para alguns laboratdérios é muito
dificil devido aos altos custos. Este fator torna-se trabalhoso quando nao
se conhecem as mutagdes da etnia que se esta analisando.

A sequéncia direta do produto amplificado pode ser uma boa
alternativa, mas este método é de realizacao delicada e por consequéncia
nao é atualmente aplicavel a rotina de um grande nimero de amostra.

Torna-se portanto indispensavel um método simples, rapido,
preferencialmente que nao utilize material radioativo para a sua
identificacdo e adaptavel ao carater de urgéncia que caracteriza o
diagnéstico pré-natal. Uma metodologia que promete se tornar de grande
valia, no que se refere a estes aspectos, é a analise por eletroforese em
gradientes de desnaturacao (DGGE) do produto de amplificagcdao do gene
beta globina e que permite colocar em evidéncia a maioria das mutagoes
beta talassémicas, sem prejulgar a sua natureza e a sua posicdo, mas

podendo ser comparada aos perfis de mutacdes conhecidas.
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Analise das mutagoes do gene beta por DGGE

Numa primeira etapa escolhe-se o segmento de DNA a
analisar, como por exemplo, através de um programa informatizado de
algoritmos que permite conhecer a carta de fusdao do fragmento de DNA
gue corresponde a totalidade do gene beta globina desde a regidao do
promotor até o sinal de poliadenilacdo. A partir desta carta de fusdo, é
possivel definir a posicao e a sequéncia de dois “primers” complementares
(oligonucleotideos construidos artificialmente) e que serdo colocados para
amplificardas partes escolhidas do gene beta globina. Esta amplificagcao
com ajuda dos “primers” deve preencher trés critérios de selecao:

1. Seu tamanho deve estar compreendido entre 500 e 1.000
pares de bases, sendo melhor analisar 500 ou menos pares de
bases, pois a qualidade da resolugao da eletroforese diminui
quando fragmentos maiores sao analisados.

2. Cada um deles deve conter, ao menos, dois dominios de fusdo
de estabilidade diferentes, permitindo que a posicao final do
gel destes diferentes fragmentos dependa exclusivamente da
temperatura de fusdo do dominio menos estavel.

3. Cada parte do gene beta globina a pesquisar corresponde ao
menos uma vez ao dominio estavel do fragmento dado, sendo
que isto permite analisar a totalidade do gene beta, e colocar
em evidéncia a maioria das mutagdes responsaveis pelas

talassemias do tipo beta.

Os “primers” que apresentam um s6 dominio de fusao e,
portanto, se desnaturando em bloco numa determinada concentragao de
desnaturante, ndo permitem evidenciar as modificacdbes do
comportamento fusional ligado as variacdes das sequéncias nucleotidicas,
podem ser acrescidos de sequéncias ricas em G e C (“GC-clamps”)
adicionadas em 5" de um dos "“primers”, criando artificialmente um

dominio de alta estabilidade nao-desnaturavel nas condicdes da
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eletroforese, resultando com isso que cada um desses fragmentos possua,
agora, dois dominios de fusao de estabilidades diferentes.

Desse modo, pode-se ter varios fragmentos e utiliza-los de
acordo com uma estratégia especifica para a pesquisa das mutacdes mais
frequentes encontradas na dependéncia de etnia que se queira analisar.

Calcula-se que o DNA apresenta, em média, um polimorfismo
para cada 500 pares de bases, sendo que estes polimorfismos, algumas
vezes, transformam-se em excelentes marcadores para analises
genéticas. Centenas deles foram mapeadas, em intervalos mais ou menos
regulares, no genoma humano.

No gene beta globina, em especial, foram mapeadas cinco
posicoes especificas definindo quatro sequéncias diferentes de
nucleotideos consideradas normais e que foram denominadas de
“frameworks”, ou conformacao, ou estruturas, 1, 2, 3 e 3a, estas posicoes
compreendem o ultimo nucleotideo do cédon 2 e os nucleotideos 16, 74,
81 e 666 do intron II.

Os “frameworks” 1 e 2 diferem por um nucleotideo na posicao
74 do IVSII, sendo isso observado em todas as populagdes analisadas até
0 momento.

O “framework” 3 pode ser considerado como especifico de
populacdes mediterraneas, sendo que possui cinco diferentes nucleotideos
com relagao ao “framework” 1. Por sua vez, o “framework” 3a pode
também ser observado em todas as populacdes, com excecdo da
populacao mediterrédnea, sendo que difere em quatro posicdes em relacdo
ao “framework” 1, e em apenas uma posicao em relagao ao “framework”
3.

Diagndstico laboratorial das talassemias beta
Diferentemente do doente com talassemia beta homozigota
(ou maior), que padece de anemia grave e outras situagdes clinicas, o

portador da talassemia beta heterozigota (ou menor) é quase sempre
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assintomatico e fisiologicamente adaptado a essa situacdo. Assim, se ha
alguma dificuldade em se estabelecer o diagndstico laboratorial com
seguranca, certamente esta situagcao ocorre entre os heterozigotos.

As caracteristicas hematoldgicas dos portadores sdo idénticas
nas diversas variedades de talassemia menor, sendo todos dependentes
da reducdao da sintese de hemoglobina. De forma geral, algumas

caracteristicas sdao comuns a 90% dos talassémicos heterozigotos:

concentracao de hemoglobina discretamente inferior ao valor

normal para a correspondente faixa etaria e sexo;

aumento (compensatério) do numero de eritrdcitos, geralmente
acima de 5,0 x 10%mn, que ndo corresponde ao volume
eritrocitario (hematdcrito), pois o empacotamento é composto por
eritrécitos microciticos e hipocrémicos;

- redugao do volume corpuscular médio (VCM) pela nao-
correspondéncia entre os valores eritrocitarios altos para
hematocritos diminuidos; e reducao da hemoglobina corpuscular

média (HCM) pela escassa hemoglobinizacao;

aumento da resisténcia globular osmoética, em solugdo de NaCl a
0,36%, devido a reduzida hemoglobinizacdo e a leptocitose dos

eritrocitos;

alteracoes morfoldgicas dos eritrécitos, caracterizados
principalmente por microcitose, hipocromia, esquizdcitos,
dacridcitos, leptécitos e pontilhados basdfilos.

Portanto, para identificar a talassemia beta heterozigota ha
necessidade de andlises especificas que distinguimos em trés niveis
(tabela 7.5).
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Tabela 8.6: Analises laboratoriais para o diagnostico das talassemias heterozigotas.

Primeiro nivel

indice eritrocitario (eritrécitos, Hb, VG, HCM, VCM, CHCM)
resisténcia osmotica eritrocitaria em solucdo de NaCl a 0,36%

morfologia eritrocitaria

analises qualitativas e quantitativas da Hb A, e Hb Fetal

dosagem de ferro sérico ou ferritina

analise dos familiares

Segundo nivel

analise de hemoglobinas por técnicas especificas, conforme cada caso.

Terceiro nivel

analise de DNA do fragmento do gene pretendido para estudo

Primeiro Nivel:

Indices eritrocitarios: atualmente s3o determinados quase
exclusivamente com contadores automaticos de células do sangue.
Resisténcia globular osmética eritrocitaria: é um teste seletivo,
realizado pela mistura de 5ul de sangue com 1ml de NaCl a 0,36%, e
analisado qualitativamente. Os eritrécitos de 93% dos talassémicos beta
heterozigotos, pelas suas deformidades morfoldgicas, sao resistentes a
hemdlise.

Morfologia eritrocitaria: é um teste importante, que pode ser analisado
em esfregagos nao-corados, porém bastante finos. A morfologia
eritrocitaria dos talassémicos beta heterozigotos é muito peculiar na
maioria dos casos, com visivel presenga de microcitose e hipocromia.
Analises das hemoglobinas: sdo partes indispensaveis das andlises do
primeiro nivel, pois permitem discriminar a maior parte das talassemias
heterozigotas. Consiste essencialmente no estudo eletroforético das
hemoglobinas e dosagens das hemoglobinas A, e Fetal. Para a dosagem
de Hb A; sugerem-se dois métodos: 1. fracionamento eletroforético das
hemoglobinas A e A, seguida de eluicdo em agua destilada, e leitura

espectrofotométrica; ou 2. fracionamento cromatografico, também com
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eluicdo das fragdes de Hb A e Hb A», e leitura espectrofotométrica. Os dois
métodos sdo muito sensiveis e sua praticidade depende da opgao do
laboratério. A dosagem de Hb Fetal pode ser realizada pelo método da
resisténcia alcalina (técnica de Betke), que permite a deteccdo desde
tracos de Hb Fetal até concentracdes moderadamente altas (+20%).
Ferro sérico: é uma anadlise importante, especialmente para diferenciar a
anemia ferropriva da talassemia beta heterozigota. Destaca-se que a
presenca da associacao entre talassemia menor e a anemia ferropriva
influi na dosagem de Hb A;, diminuindo sua concentragao (figura 8.25).
Analise dos familiares: é um complemento Uutil no diagndstico
laboratorial das talassemias (menor e maior), em especial para os casos
duvidosos.

A figura 8.26 resume esquematicamente os testes basicos

para o diagndstico laboratorial das talassemias beta heterozigotas.

Hb A, (%)
10

8
talassemia § menor

6 Az
/ , sem

Ferropenia .
talassemia

4 A, A

2 A, Arropenia

0

5 10 15 Hb (g/dL)

Figura 8.25: Grafico relacionado a influéncia da anemia ferropriva na dosagem de Hb
A2, tendo como exemplo um caso com talassemia beta menor e outro

sem talassemia.
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Repetir analises

Figura 8.26: Sinopse em forma de esquema dos testes seletivos e especificos para

talassemia.

Seqgundo nivel

Analise de hemoglobina com técnicas especificas: a aplicacdao da
técnica de eletroforese por isoeletrofocalizacdo ocorre em casos muito
especificos, com o objetivo de separar hemoglobinas variantes com
fenotipos talassémicos. O melhor exemplo da aplicacdo dessa técnica se
refere a Hb Knossos, uma hemoglobina estruturalmente anormal, que ao
se associar a talassemia beta heterozigota provoca a reducao na sintese
de RNAm para a globina beta. Essa hemoglobina variante ndao se evidencia
por meio de técnicas comuns de eletroforese, necessitando da
isoeletrofocalizacdo. Entre as técnicas especificas incluem pesquisa de

corpos de Heinz e raramente sintese de globina.
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Terceiro Nivel

Analise do DNA: o estudo do DNA é realizado por tecnologia molecular e
tem sido aplicado no diagndstico de talassemias que apresentam
dificuldade de identificacdo pelas técnicas descritas nos primeiro e
segundo niveis. E usada com muita frequéncia, também para estabelecer
os pontos de mutacdes que ocorrem no complexo génico beta, permitindo,
dessa forma, a diferenciacdo molecular de diversos genodtipos de

talassemia beta.
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Talassemia Silenciosa

A designacao de talassemia silenciosa foi criada nos anos
60 do século passado para explicar situacdbes em que o clinico tinha a
certeza de que seu paciente era portador de talassemia menor
(geralmente talassemia beta menor), porém os exames laboratoriais que
eram usados como “marcadores” (dosagens da Hb A, e Hb Fetal) se
apresentavam normais, mesmo com hemograma tipico de uma talassemia

beta menor, conforme mostra o exemplo abaixo:

Paciente: ACN, 14 anos, sexo masculino

GV: 5.600.000/mm?3 Eletroforese de Hb: AA

Ht: 38% Dosagem de Hb A;: 3,06%
Hb: 12,1g/dL Dosagem Hb F: 0,7%
VCM: 67,8fl

HCM: 21,6pg Reticuldcitos: 1,8%
CHCM: 31,8g/dL

RDW: 17% Morfologia eritrocitaria:

Microcitose e esquisdcitos

Hipocromia. Pontilhados baséfilos

Pela analise dos exames do paciente observa-se que embora a
contagem de glébulos vermelhos, hematdcrito e hemoglobinas estejam
com valores normais, os indices VCM e HCM estdo diminuidos e indicam
microcitose e hipocromia. O indice RDW estd aumentado e indica
alteracdes na morfologia dos eritrécitos. A eletroforese de hemoglobina e
dosagens de Hb A e Hb Fetal estao normais.

Um caso similar a este nas décadas de 1970 e 1980 era
encaminhado para a realizacdo de um exame conhecido por sintese de
globinas alfa e nao-alfa (betat+gama+delta), cujo resultado para ser

normal deveria ter uma relagao igual a 1, ou seja:
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alfa

Sintese de Hb = =1

beta + gama + delta

Se o paciente tivesse beta talassemia, a relacdo seria > 1, pois haveria

valores diminuidos de beta na quantificacdo dessa relacdao. A técnica de

sintese usava os reticuldcitos marcados com radiois6topos e a sintese de

globina era avaliada por cromatografia. O método era caro e oferecia

perigos por causa dos radioisétopos. A partir de 1980 foi substituido por

biologia molecular.

Entretanto, na maioria dos casos a talassemia silenciosa pode

ser identificada por meio de métodos usuais e disponiveis na maioria dos

laboratdrios, sem a necessidade de usar técnicas de biologia molecular,

pelas seguintes razdes:

a_

a maioria dos casos de talassemia silenciosa se deve ao
fato de um paciente ter realmente talassemia beta

menor porém tem associado anemia ferropriva. Na

deficiéncia de ferro ocorre diminuicdao na sintese de
Hb A:.

associacao entre talassemia alfa e talassemia beta
menor. Nesses casos o desequilibrio entre as sinteses de
globinas alfa e beta é menor e este fato diminui a
percepcao de que a Hb A, esteja aumentada em sua

concentragao.

associacao entre talassemias beta e delta. A diminuigao
da sintese de globina delta repercuti na avaliacdao de
Hb Az, que se mostra com concentracdao normal ou até

diminuida.

talassemia alfa menor no qual o laboratério ndo

conseguiu identificar a Hb H.

220



CAPITULO 9: HEMOGLOBINAS INSTAVEIS

Co-autor: Flavio Augusto Naoum

Introducao

As hemoglobinas instaveis constituem um grupo de variantes
genéticas de hemoglobinas em que a mutacdao de aminoacidos nas
globinas alfa ou beta afeta a estrutura da molécula tornando-a instavel. A
avaliacao da estabilidade da molécula de hemoglobina é realizada por
métodos fisico-quimicos bem definidos atualmente, entre os quais
destacam-se o aquecimento da solugao de hemolisado entre 50 e 60°C, a
incubacao com isopropanol (HCI) a 37°C, ou a agitacao vigorosa do tubo
contendo o hemolisado. Assim, as hemoglobinas que precipitam mais
rapidamente do que as normais sao designadas instaveis.

Devido a grande diversidade dos pontos de mutagles na
estrutura globinica, bem como os tipos de mutagdes por substituicoes e
delecoes de aminoacidos, as formas de instabilizacdo se apresentam
muito variadas. Devido a essa situagao, algumas hemoglobinas sao
discretamente instaveis e nao estdo associadas com sintomas clinicos,
enquanto outras hemoglobinas instaveis se precipitam com grande
intensidade, causando anemias hemoliticas. Essas anemias podem ser
graves, com acentuada diminuicdo dos niveis de hemoglobina e
reticulocitose muito elevada, ou, entdo, podem apresentar-se com
discreto quadro hemolitico acompanhado por modesta reticulocitose.

Uma das principais caracteristicas das hemoglobinas instaveis
que causam anemia hemolitica € a presenca de corpos de inclusdes
eritrocitarios conhecidos por corpos de Heinz. Os corpos de Heinz
normalmente ndo sao visualizados nos eritrocitos circulantes, a ndo ser
que o portador tenha sido esplenectomizado, mas podem ser detectados
qguando os eritrocitos sao incubados com corantes indutores, por exemplo,

azul de cresil brilhante. Em geral, o grau de instabilidade da hemoglobina
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instavel esta relacionado com a producdo de corpos de Heinz e com a
gravidade da anemia.

Desde 1964, quando Grimes, Meisler e Dacie descreveram a
primeira hemoglobina instavel, cerca de 300 variantes diferentes foram
estruturalmente caracterizadas, muitas das quais causadas por mutacoes
recentes, ou “fresh mutations”, sem apresentarem histéria familiar.

No Brasil o aparecimento de hemoglobinas instaveis ndo é
incomum. Varios casos foram registrados em Sdo Paulo, Rio Grande do
Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina e em Manaus. Em nosso laboratério
diagnosticamos 30 casos, entre os quais identificamos estruturalmente as
Hb Koln, Santa Anna, Niterdi, Gun Hill e Hasharon. Recentemente Bezerra
e colaboradores descreveram duas novas hemoglobinas instaveis de
origem brasileira, ambas com lesdes moleculares na globina beta: a
Hb Caruaru (Beta 122 Fen - Ser) e Hb Olinda (beta, com delecao dos
aminoacidos 22 a 25). Os portadores dessas duas hemoglobinas variantes
padecem de anemia moderada a grave, ictericia, hepato e
esplenomegalia, e ocasionalmente necessitam de transfusdes de

concentrado de hemacias.

Bioquimica e Fisiologia das Hemoglobinas Instaveis

A estrutura tetramerizada da molécula de hemoglobina se
mantém estdvel por meio de importantes ligacdes efetuadas por
aminoacidos. Um desses pontos de contato ocorre entre as globinas dos
tipos alfa e beta, ou aifi. Outro ponto de estabilizagdo quimica é
verificado na superficie interna da hemoglobina, e €& exercido,
notadamente, pelos aminoacidos que protegem o grupo heme da
oxidacdo. Por outro lado, a propria estrutura tridimensional da
hemoglobina, com forma helicdide, estabelece a configuracdo globular da
hemoglobina e mantém os equilibrios funcional e estrutural entre seus

aminoacidos formadores. A substituicdo de qualquer um desses residuos,
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pertencentes a um dos trés pontos estabilizadores, por outro de
caracteristicas fisicoquimicas diferentes, por exemplo: tamanho, ponto
isoelétrico e polaridade impossibilitardo a manutencao da integridade
molecular. Essa desestabilizacdo  ocorrera, inicialmente, pelo
afrouxamento da sua estrutura, permitindo o acesso de agua para o
interior do grupo heme, oxidando-o. A esse processo segue-se a
desintegracao do tetramero, cujos polipeptideos desagregados precipitam-
se no interior dos eritrécitos sob forma de corpos de Heinz.
Fisiologicamente a instabilizacao da hemoglobina pode ser
explicada como conseqiiéncia de uma ligacdo anormal entre as cadeias
alfa e beta, especialmente nos contatos aifi, € também pelo bloqueio do
radical SH do aminoacido cisteina (Cis) que ocupa a posicdo 93 da cadeia
polipeptidica beta. Supde-se que as substituicbes de aminoacidos que
participam da estabilizacdo da molécula, e também daqueles que estao
proximos do grupo heme, diminuem a atracao da globina por seus hemes.
Se esses processos ocorrerem na cadeia polipeptidica beta, os radicais SH
reativos poderao ser afetados. A globina desprovida do heme é a principal
responsavel pela formagao dos corpos de Heinz, os quais se fixam na
membrana dos eritrdcitos por duplas ligacdes de enxofre, alterando-lhe a
permeabilidade e a osmose, provocando, consequentemente, a sua
destruicdo precoce e a anemia. Os hemes livres, apds terem sido
metabolizados, transformam-se em pigmentos dipirréicos que, ao serem

excretados pela urina, tornam-na escura.

Formacao dos corpos de Heinz

A hemolise eritrocitaria decorrente da formacao dos corpos de
Heinz é um fendmeno oxidativo.

Um fator comum das mutacOes instabilizantes se deve a
alteracdo do meio em que o grupo heme estd inserido. Trés conseqliéncias

advém desse processo: facilidade da hemoglobina em se oxidar,
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diminuicdo da afinidade da globina pelo grupo heme e tendéncia
oxiemoglobina em se transformar em metaemoglobina, com
desencadeamento de eventos desnaturantes observados na figura 9.1.
Oxi Hb _
H——0:
Meta Hb \iuper()xido dismutase
Perda do l
Grupo  ———— Hemicromo irreversivel H,0, Gl - Gl
Heme L peroxidase ou catalase
Precipitacao da globina instavel \
! H,0

Corpos de Heinz

'

Oxidagao da banda 3

¢

Reconhecimento imunoldgico

¢

Acdo dos macrofagos

¢

Hemolise

¢

Anemia

da

0]

Figura 9.1: Sequéncia de eventos no processo de oxidagdo das hemoglobinas instaveis.

A geracdo de corpos de Heinz se deve, portanto, a uma série

de reagdes oxidativas que se inicia pela transformacao da oxiemoglob

ina

em metaemoglobina. Como se sabe, uma das mais importantes fungoes

da globina é manter o grupo heme na forma reduzida. Para efetuar esse

controle, no qual a agua é totalmente impedida de penetrar no interior

do

grupo heme e, assim, nao atingir o ferro, ocorre uma conformacgao

estrutural do aminodacido que resulta no chamado “pacote de protegao

do

grupo heme” ou, simplesmente, “pacote do heme”. Dessa forma,

mantém-se o ferro no estado ferroso (Fe** ou Hb*+*0y™).
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A maioria das hemoglobinas instaveis tem propensdo a se
autoxidar em metaemoglobina, o que representa um valor de trés a
guatro vezes maior do que a Hb A. A formagcao de metaemoglobina
envolve a transferéncia de elétrons do ferro do grupo heme, com liberacao

de radicais superoxidos:

- —
- o~

, ‘-

Fet* O 4+ e —» Fettt Oy

(oxi-Hb) (meta Hb)
, ‘-

Fet*+ O ———» e+ O ——»ou O 27 ou Oz

(ion superdxido)

Quando o grau de formacao de metaemoglobina aumenta,
como no caso das hemoglobinas instaveis, a metaemoglobina redutase
nao consegue reverter a situacao, desfazendo o equilibrio entre oxiHb e
metaHb (figura 9.1). Como conseqliiéncia desse desequilibrio, a
metaemoglobia origina subprodutos conhecidos por hemicromos e perde o
grupo heme. Esses subprodutos de globinas instaveis e desprovidas do
grupo heme se precipitam nos eritrocitos, sob forma de corpos de Heinz
(figura 9.2). Os corpos de Heinz exercem efeitos deletérios as proteinas
de membranas dos eritrocitos, causando oxidacdo da banda 3, fato que
permite o reconhecimento imunoldgico pelos macréofagos do sistema
reticulo-endotelial do baco. A acdao dos macréfagos, ao retirar por
fagocitose os corpos de Heinz causa a deformacao dos eritrocitos,
resultando as células “mordidas”, (figura 9.3), com conseqliente hemdlise

e anemia.

225



Figura 9.2: Eritrocitos com precipitados de corpos de Heinz em pessoa

esplenectomizada com hemoglobina instavel do tipo Koln.

Figura 9.3: “Célula mordida” no sangue periférico de um portador de hemoglobina

instavel.
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OxidacOoes e mecanismos de hemodlise

Alguns trabalhos realizados com hemoglobinas instaveis
demonstraram que a liberagcao do ferro, no processo de degradacdo da
molécula de hemoglobina, contribui para estimular mais reacoes
oxidativas. Na auto-oxidacdo das hemoglobinas instaveis ocorre a
continua geracao de ions superdxidos e, consequentemente, aumenta a
requisicao de enzimas redutoras para equilibrar as atividades de oxidacao-
reducao. O efeito quase imediato a acdo oxidativa resulta no aumento da
concentragdo das enzimas nicotinamida-adenina-dinucleotideo-reduzida
(NADH); nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida (NADPH),
da metaemoglobina redutase, catalase, glutationa peroxidase e
superéxido dismutase. Obviamente, o processo oxidativo nas
hemoglobinas instaveis sobrepde as reagdes das enzimas redutoras,
apesar de estas estarem permanentemente com seus processos de
sinteses elevados em comparacao aos dos eritrocitos com hemoglobinas
normais.

O mecanismo de hemdlise que ocorre nos eritrocitos com
hemoglobinas instaveis se deve, portanto, a acdao de trés fatores: 1).
presenca da hemoglobina desnaturada, 2). formagao de corpos de Heinz,
e 3). geracOes de radicais livres provenientes do estresse oxidativo.
Destes trés fatores, credita-se aos corpos de Heinz como a principal causa
da hemdlise. Estudos da ultra-estrutura celular eritrocitaria mostraram
que as células contendo corpos de Heinz podem ser destruidas no bago ou
figado, ou terem seus corpos de Heinz seletivamente marcados por
macrofagos (figura 9.4). Os eritrécitos com corpos de Heinz perdem sua
plasticidade ao passarem pelos estreitos sinusdides do baco, tornando-se
lentos e com dificuldades para atravessarem as paredes dos vasos. Esses
fatores alteram sua mobilidade, permitindo a acdo dos macréfagos e a sua

precoce destruicao.
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As tabelas 9.1 e 9.2 apresentam as principais caracteristicas
laboratoriais e clinicas das hemoglobinas instaveis mutantes de globinas

alfa e beta, respectivamente.

Figura 9.4: Fotomicrografia eletronica de eritrécitos marcados por macréfagos. Observar
as lesbes de membranas causadas pela agregacao de corpos de Heinz junto

a proteina Banda 3.
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Tabela 9.1: Algumas caracteristicas laboratoriais, clinicas e moleculares das hemoglobinas instaveis por mutacdes de globina alfa.

Hb anormal Caracteristicas laboratoriais da Hb anormal Alteracoes
Mutacéao Corpos Urina Anemia Desnhat. ao Posicéo Conc. Meta Outros Clinicas Moleculares
de Heinz  escura calor em pH 8,6 % Hb dados
TORINO + + + + ~A 8 + _ Crises de hemolises Oxidacdo do ferro por falta
o 43 Phe — Val apos tratamento com de protecdo do grupo heme
sulfas e derivados
HASHARON _ _ + ~S 14-20 _ _ Hemolise oculta Substituicdo de aminoécido
SEALY e SINAI na superficie externa
o 47 ASP — His
L. FERRARI + + + ~S 20 _ F.0.T Hemdlise oculta Substituicdo de aminoacido
o 47 ASP — Glu (apéds 3 (55°C) Hepatomegalia na superficie externa
diasa Esplenomegalia
40°C)
ANN ARBOR _ _ + + ~A 13 _ _ Hemodlise oculta Substituicdo na superficie
o 80 Leu — Arg interna. Cadeia o €
catabolisada rapidamente
GRADY (Dakar) _ _ + ~J 8-15 o 0.t _ Insergdo ocorre proximo ao
o 1150u 118 contato ouf3: da posicao 117
Insercéo de 3
residuos
Glu—PHE—THR
BIBBA + ? + + ~S 5 + o Crises de Hemolise Substituicdo na superficie
a 36 Leu » PRO interna
ETOBICCKE ? ? ? + ~A . o o _ Substituicdo proxima a um
o 84 SER — ARG local invariante da
superficie externa
COLUMBIA ? ? ? + ~A . o o _ Substituicdo de aminoacido
o 47 ASP — Gly na superficie externa

F.O. = Fragilidade osmética; O, = Afinidade ao oxigénio; + = presente; _ = Ausente; T = aumentado; 4 = diminuido; e = sem informagées; ? = pode ocorrer
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Tabela 9.2: Algumas caracteristicas laboratoriais, clinicas e moleculares das hemoglobinas instaveis por mutacdes de globina beta.

Hb anormal Caracteristicas laboratoriais da Hb anormal AlteracGes
Mutagéo Corpos Urina Anemia Desnat.ao Posicdo Conc.  Meta Outros Clinicas Moleculares
de Heinz  escura calor em pH % Hb dados
8,6
SAVANNAH + ? + + ~A o _ G-6-PDT  Hepatomegalia Substituicdo de aminoécido
B Glu — Val Discreta anemia em local invariante da
hemolitica cronica superficie interna; afeta o
contato a.1f:
VOLGA + ? +++ + ~A 15-20 _ _ Acentuada  anemia Substituicdo de aminoacido
B 28 Ala — Asp hemolitica cronica em regido hidrofobica da
molécula
GENOVA + + +++ + ~A 25 _ _ Acentuada  anemia Substituicdo de aminoacido
28 Leu — Pro hemolitica crbnica na regido interna, nao-polar
da molécula
TACOMA _ _ + + ~A ? _ %) _ A substituicio de
B 30 Arg — Ser aminoacido  ocorre  no
contato a1
A.LINCOLN + + +++ + Difuso 16-20 + G-6-PDT Acentuada anemia  Substituicdo de aminoacido
(Perth) ~A o,T hemolitica cronica.  na regido interna, ndo-polar
32 Leu > Pro Hipoplasia medular  da molécula
PHILLI + _ + + ~A ? + pH 6,2 Esplenomegalia A substituicéo de
B 35 Tyr — Phe aminoacidos néo ocorre no
contato a1
MEQUON + + +++ + ~A ? _ 23DPGJ  Acentuadaanemia A substituicio de
B 41 Phe — Tyr hemolitica cronica. ~ aminoacidos na regido do
Fadiga “pacote” do grupo heme
HAMMERSMTTH + + +++ + ~A 30 _ 0.l Cianose. Substituicdo de aminoécido
B 42 Phe — Ser Acentuada anemia  na regido do “pacote” do
hemolitica crbnica  grupo heme
LOUISVILLE + ? ++ + ~A ? _ O Moderada anemia  Idem ao anterior.

(Bucaresti)
B 42 Phe — Leu

hemolitica

Tendéncia a desnaturacdo
por agentes bloqueantes do
grupo sulfidril.

230



Tabela 9.2: (continuacdo).

Hb anormal Caracteristicas laboratoriais da Hb anormal AlteracGes
Mutagéo Corpos Urina Anemia Desnat.ao Posicdo Conc.  Meta Outros Clinicas Moleculares
de Heinz  escura calor em pH % Hb dados
8,6
OKALOOSA _ ? + + ~S 34 _ O Nenhum Substituicdo de
B 48 Leu — Arg aminoacidos na  regido
externa, ndo-polar  da
molécula.
DUARTE + + Eritrocitose + ~A ? B o, Ictericia Substituicdo de
B 62 Ala — Pro aminoacidos na  regido
externa, participante da
manutencdo da hélice E,
cujos residuos estdo em
contato com o grupo heme.
ZURIQUE + + + + ~F 25 + 0,1 Anemia  hemolitica Substituicdo de aminoacido
B 63 Hys — Arg cronica por inducdo na superficie interna influi
de sulfonamidas na integridade do grupo
heme.
SYDNEY + + +++ + C/s 15 _ _ Acentuada anemia  Substituicdo de aminoacido
B 67 Val — Ala hemolitica crobnica  na superficie interna influi
na integridade do grupo
heme.
BRISTOL + ? ++ + ~A 36 _ O Moderada anemia Substituicdo de aminoacido
B 67 Val — Asp hemolitica crobnica  deforma o “pacote” do
grupo heme.
SHEPHERDS + ? + + K/J 24 ? Anemia  hemolitica Substituicio do  acido
BUSH crénica e deforma o “pacote” do
B 74 Gly — Asp hemoglobindria por grupo heme.
indugdo de
sulfonamidas
SEATLE + + + + ~J 43 + Ox Anemia hemolitica  Interacdo anormal entre o
B 76 Ala — Glu cronica Glu substituido e a His, n°
77, com repercussdo na
interacdo heme-heme.
BUENOS AIRES + + + + Difuso 2-5 + o, Ictericia, anemia Substituicdo do aminoacido
B 85 Phe — Ser ~C hemolitica cronica,  na regido interna, alterando

esplenomegalia

a estrutura do “pacote” do
grupo heme.
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Tabela 9.2: (continuacdo).

Hb anormal Caracteristicas laboratoriais da Hb anormal Alteracoes
Mutacéao Corpos Urina Anemia Deshat.ao Posicdo  Conc. Meta Outros Clinicas Moleculares
de Heinz  escura calor em pH % Hb dados
8,6
BORAS + ? + + ~L 10 + _ Dores, anemia Substituicdo de aminoécido
B 88 Leu — Arg hemolitica crénica na regido invariante da
superficie externa, mas que
afeta o grupo heme.
SANTA ANA + + + + ~L 10 _ _ Anemia  hemolitica Idem ao anterior
B 88 Leu — Pro crénica
SABINE + _ +++ + ~S 7-10 + F.0.T Anemia  hemolitica Substituicdo do aminoacido
91 Leu — Pro crbnica acentuada causa a perda de contato
hidrofébico com o grupo
heme.
NEWCASTLE + ? + + ~S 17 _ _ Anemia hemolitica ~ Substituicdo do aminoécido
B 92 His — Pro crénica ocorreu  na  superficie
interna nao-variante,
alterando o grupo heme.
KOLN + + + + SIF 10-20 + G-6-PDT  Anemia hemolitica A substituicio de
B 98 Val — Met FOJd cronica aminoéacidos causou
o, Esplenomegalia deformagao no grupo heme.
RUSH _ ? + + ~A 35 _ G-6-PDT  Anemia  hemolitica Substituicdo de aminoacido
B 101 Glu — GIn pH 8,0 crbénica no contato ouf3:
SIA
SOUTHAMPTON + + +++ + ~A 40 + G-6-PDT Esplenomegalia A substituicdo de
(Casper) Anemia hemolitica  aminoacido  alterou o
B 106 Leu — Pro acentuada “pacote” do grupo heme.
PETERBOROUGH + ? ++ + ~A 67 + B O Anemia hemolitica  Idem ao anterior
B 111 Val — PHE Hb acentuada apos
Lepore indugdo com
sulfonamida

232



Tabela 9.2: (continuacdo).

Hb anormal Caracteristicas laboratoriais da Hb anormal AlteracGes
Mutagéo Corpos Urina Anemia Desnat.ao Posicdo Conc.  Meta Outros Clinicas Moleculares
de Heinz  escura calor em pH % Hb dados
8,6
KHARTOUM _ + + + ~S 30 _ _ Anemia  hemolitica Substituicdo de aminoacido
B 124 Pro — Arg cronica no contato oufs.
WIEN + + * + ~A 10 _ _ Substituicdo de aminoécido
B 130 Tyr — Asp na superficie interna.
LEIDEN + + ++ + ~A 30 _ _ Hemodlise crébnica A delecdo ocorreu na
B6ou7—0 moderada e aguda superficie externa.
FREIBURG + + + + ~F 30 + 0,1 Cianose “Crossing-over”
B23Val -0 Discreta anemia intragénico desigual
hemolitica cronica  destruiu a triplice base
nitrogenada que codifica a
Val.
NITEROI + + ++ + CIs 10-15 _ _ Esplenomegalia Mutacao envolveu a
B42-44 -0 moderada. Anemia  destruicdo da codificacéo
(Phe, Glu, Ser) hemolitica cronica.  de trés aminoécidos em
regido interna invariavel da
molécula.
GUN HILL _ _ _ + ~C 10 _ Nenhuma Mutacéo envolveu a
B 91-97 —» 0 destruicdo da codificacdo
de sete aminoacidos em
regido interna variavel e em
contato ouf».
LESLIE + + +++ + ~F 10-30 _ O Esplenomegalia. A delecdo ocorreu no
B131GIn—0 Anemia hemolitica  contato auf: com alteracéo
acentuada no “pacote” do grupo heme.
TUCHIGI + + + + ~A 20 + Ictericia Mutacdo  envolveu a
B 56-59 — 0 destruicéo de 4
aminodcidos na regido
interna da molécula

afetando o contato auf; do
residuo 55.

F.O. = Fragilidade osmética; Oz = Afinidade ao oxigénio; + = Grau leve; ++ = Grau moderado; +++ = Grau acentuado; - = Ausente; T = Aumentado; ¥ = Diminuido.
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Caracteristicas gerais das hemoglobinas instaveis

A principal evidéncia laboratorial das hemoglobinas instaveis é
sua reduzida estabilidade quando submetidas ao calor de 50 a 60°C. A
instabilidade é varidvel entre os diferentes tipos de hemoglobinas
instaveis, com manifestacdbes discretas de floculacdo até intensa
precipitacao. Exemplos importantes sao a Hb E e a Hb S que dao reacgoes
discretamente positivas ao serem submetidas aos testes de calor e ao
isopropanol. Apesar de essas hemoglobinas terem um pequeno grau de
instabilidade, o termo hemoglobinas instaveis devera ser reservado
aquelas hemoglobinas que produzem corpos de inclusdes de Heinz em
pacientes com anemias hemoliticas agudas ou crénicas.

Outras caracteristicas das hemoglobinas instaveis sdo as
seguintes:

1. originam-se de mutagbes que envolvem substituicdes de
aminoacidos em regides muito sensiveis da molécula, cujo equilibrio
da composicao quimica é imprescindivel na sua estabilizacdo e
viabilidade fisioldgica;

2. todas as formas descritas até o presente sdo heterozigotas;

3. estdo associadas a anemias hemoliticas crénicas ou agudas, de
variavel intensidade: discreta, moderada ou grave;

4. a anemia pode ser induzida por alguns medicamentos,
especialmente aqueles com compostos oxidantes e sulfonados, ou
por processos infecciosos, por exemplo: apds gripe, infeccao
bacteriana, etc.;

5. os corpos de Heinz ndo sao visualizados em eritrocitos sem prévia
coloracao vital, a nao ser em pacientes esplenectomizados;

6. 0 grupo heme se desnatura in vivo produzindo a excregao urinaria
de dipirrdis, tornando-a escura;

7.0 ferro é oxidado para o estado férrico, formando a
metaemoglobina, cuja concentracdo é varidvel para um mesmo

portador, em diferentes épocas de analise;
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8. a labilidade molecular causada pelo tipo de mutacao torna a
hemoglobina instavel facilmente desnaturavel ao calor;

9. quando a mutacdo ocorre na cadeia beta, ha liberacdo de cadeias
alfa que podem ser observadas em eletroforeses de acetato de
celulose, ou gel de amido, préoximas ao ponto de aplicagao;

10. geralmente os pais de portadores dessa anemia hemolitica ndo
apresentam hemoglobinas instaveis, porém numa historia bem feita
€ possivel extrair dados importantes que podem explicar o

aparecimento dessas formas de hemoglobinopatias.

Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial das hemoglobinas instaveis deve ser
realizado utilizando-se técnicas especificas de desnaturagdo ao calor a 50
e 60°C, desnaturacao pelo isopropanol-HCIl a 37°C, pesquisa citologica de
corpos de Heinz e eletroforese qualitativa de hemoglobinas em pH
alcalino. Outras técnicas auxiliares devem ser aplicadas quando
convenientes e necessarias, entre as quais destacamos as dosagens de
metaemoglobina, a Hb A, e da fracdo alterada. E importante enfatizar
gue o diagnéstico laboratorial das hemoglobinas instaveis deve ser
processado cuidadosamente, uma vez que a diversidade polimorfica,
juntamente com as manifestacgdes clinicas e laboratoriais desses tipos de
alteracgdes, sao muito amplas.

Hematologicamente observa-se o seguinte:

1. Eritrocitos - variavel de 1,5 a 4,0 x 109/mm3. O tempo de
sobrevivéncia dos eritrdcitos estéa sempre diminuido, mesmo nos
periodos intercrises hemoliticas.

2. Hemoglobinas - diminuicdo do teor das hemoglobinas é
constante, e difere entre os portadores de uma mesma mutante.

Em geral, a média verificada é proxima de 10g/dL, com dosagens
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minimas situadas entre 3 e 5g/dL nos periodos de crises
hemoliticas.

Hemoglobina corpuscular média - diminuida devido a continua
formacao de corpos de Heinz.

Volume corpuscular médio - geralmente normal.

Reticuldcitos - frequentemente aumentados, variando de 3 a
15% na maioria dos portadores de hemoglobinas instaveis, e de 50
a 75% em pacientes com hemoglobinas Southampton, Sabine,
Savannah e Abraham Lincoln. Inclusdes semelhantes aos da Hb H
podem estar presentes na maioria dos pacientes com esse tipo de
hemoglobinopatias.

Morfologia eritrocitaria - é comum a anisopoiquilocitose,
pontilhados basdfilos e policromatofilia, com diferentes graus de
intensidades entre os portadores de hemoglobinas instaveis.

Leucodcitos - valores qualitativos e quantitativos normais.

Metodologia laboratorial especifica

As técnicas especificas mais sensiveis para o diagndstico

laboratorial desse grupo de hemoglobinas anormais sao as seguintes:

1.

Desnaturacao ao calor - a maioria dessas variantes apresenta
positividade nos testes de termolabilidade a 5 e 60°C.
Desnaturacao em solucao de isopropanol - HCl a 37°C.
Pesquisa de corpos de Heinz - esses corpos de inclusdes sao
formados espontaneamente em sangue periférico de pacientes com
hemoglobinas instaveis submetidos a esplenectomia. Entretanto, os
corpos de Heinz podem ser visualizados no sangue periférico apés
incubagcdo com corantes redox (azul de cresil brilhante,
fenilidrazina) nos pacientes nao-esplenectomizados.

Eletroforese em pH alcalino (8,0 a 9,0) - cerca de 50% das

hemoglobinas  instadveis  descritas apresentam  mobilidade
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semelhante a da Hb A. Esse fato ocorre principalmente quando a
mutagao envolve aminoacidos sem cargas, especialmente entre os
do tipo hidrofdbico localizados na superficie interna da molécula de
hemoglobina. Em  hemolisados preparados com agentes
hemolisantes, por exemplo: saponina a 1%, & possivel observar
fracOoes difusas de heme desagregados na posicao padrao da Hb S
(figura 9.5). Nas mutantes de cadeias beta € comum a presenca de
cadeias alfa livres préximas ao local de aplicacao da amostra (figura
9.6). A fracdo de uma hemoglobina instavel é quase sempre difusa,
e a concentragao, embora muito diversa (2 a 40%), nao guarda
relacdo com o grau de anemia. A Hb A; estd constantemente
aumentada, notadamente nas mutantes de cadeias beta, cujo fato
decorre da grande estabilidade dessa hemoglobina, que se
sobressai diante da constante desnaturagdo da hemoglobina
instavel. Polimeros de hemoglobinas instaveis podem ser
detectados em alguns casos (figura 9.7).

Dosagem de metaemoglobina - o aumento de metaemoglobina
tem sido verificado em cerca de 30% dos portadores de
hemoglobinas instaveis, devido a continua oxidagao do ferro. A sua

concentragao pode alcancgar niveis de 30 a 40%.
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Figura 9.5: Eletroforese alcalina (pH 8,5) em acetato de celulose de uma familia com
hemoglobina instadvel. A imagem da esquerda (E) mostra hemolisados
preparados com saponina a 1%. A imagem da direita (D), na mesma
seqliéncia de aplicacdo, mostra as hemoglobinas obtidas de solucdao de
hemoglobina preparada com cloroférmio. As setas indicam a regido da

hemoglobina instavel numa dessas amostras.

HB
INSTAVEL

Figura 9.6: Eletroforese alcalina (pH 8,5) em acetato de celulose. Da esquerda para a
direita: Hb AA, Hb A + Hb Instdvel com cadeia alfa livre, obtida de
hemolisado com saponina a 1%; Hb A + Hb Instavel obtida de extragdo
com cloroférmio; e Hb AA. A Unica similaridade entre as duas
hemoglobinas instaveis é a posicdao de Hb Az, um pouco adiante de Hb A:
normal.
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Figura 9.7: Eletroforese alcalina (pH 8,5) em acetato de celulose. (1) Hb AA; (2) Hb A +
Instavel com polimeros lentos: a, b, c e a posicdo da Hb A> alterada (d);
(3) Hb A + Fetal elevada.

Outras informacoes:

Cerca de 35% das hemoglobinas instaveis apresentam
alteracdes na afinidade ao oxigénio, sempre associada a anemia.

O aumento de glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD)tem
sido relatado em 12% dos portadores desse tipo de hemoglobinopatia.

O aumento da fragilidade osmética eritrocitaria ocorre em pelo

menos 5% desses pacientes.
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Aspectos clinicos

Os sinais e sintomas clinicos acompanham o grau de
instabilidade da molécula, ou seja, as hemoglobinas levemente instaveis
sao assintomaticas, e as bastante instaveis produzem o quadro de anemia
hemolitica grave. O inicio da doenca depende, porém, do tipo de cadeia
globinica afetada: as de cadeia alfa, ou gama, tém inicio no periodo
neonatal, e as de cadeia beta somente apds 3 a 4 meses de vida. Nesta
ocasiao podem desaparecer os sintomas causados pela anormalidade na
cadeia gama, devido a sua substituicdo pela beta. Outro fator que pode
influenciar a clinica é o grau de afinidade da hemoglobina ao oxigénio: a
hemoglobina instavel pode possuir afinidade com reducdo do Pso,
ocasionando poliglobulia, ou baixa afinidade com elevagcao do Pso, e
resultando em cianose por formacao da metaemoglobina. A poliglobulia
associada a hemolise compensada pode elevar os niveis de hemoglobinas
do paciente proximo ao limite superior da faixa normal.

Uma importante caracteristica clinica das hemoglobinas
instaveis sao as “crises hemoliticas”, de inicio abrupto, desencadeadas por
infeccao de origem viral ou pela ingestao de drogas oxidantes (derivados
das sulfonamidas). A doenca pode tornar-se sintomatica e ser
diagnosticada, nesta ocasidao, pela queda rapida e intensa da hemoglobina
nas variantes levemente instaveis. Esta situacdo é causada por elevacgao
do grau de instabilidade molecular. Com relagao ao quadro infeccioso, tem

sido proposto o seguinte mecanismo fisiopatoldgico:
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Virose respiratoéria

' '

Mobilizacdo de Adesdo de virus
fagocitos aos eritradcitos,
mediada pelo

\ complemento

Liberacao de
substancias
oxidantes

l

Maior
instabilidade
molecular

febre

|

Aumenta a
formacao de
hemicromos

Adesdo a porgao
citoplasmatica da
proteina Banda 3 da
membrana do
eritrocito, seguida de
ataque por anticorpos
senescentes

Vo

HEMOLISE <«—— corpos de Heinz

Tém sido relatadas também as “crises aplasticas”.

Nas variantes muito instaveis, o quadro de anemia hemolitica
cronica acha-se completamente instalado no fim do primeiro ano de vida,
além de ictericia, esplenomegalia, palidez e alguns casos com eliminacdo
de urina escura pela excrecao de dipirrdis derivados dos corpos de Heinz,

e de cianose causada pela presenca de metaemoglobina (tabela 9.3).
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Tabela 9.3: Caracteristicas clinicas dos portadores de hemoglobinas instaveis.

Anormalidades Freqiiéncia Comentarios
%
Ictericia neonatal 5 Nao relatado.
Sintomas de anemia 80 Varidvel. Depende da afinidade ao

oxigénio e inducao de drogas oxidantes.

Cianose 32 Causada por meta e sulfoemoglobinemia.
Pigmenturia 64 Excrecao de dipirrdis do grupo heme.
Esplenomegalia 86 Atuacdo imunoldogica de macréfagos
Intolerancia a drogas 10 contra eritrécitos com corpos de Heinz

notadamente as do tipo oxidantes.

Outros achados incluem colelitiase, alteracdes d&sseas e
retardo do crescimento, podendo-se assemelhar a talassemia beta
homozigota, com eritropoiese ineficaz. Diante de um quadro de anemia
hemolitica hereditaria nao-esferocitica com hipocromia e reticulocitose
desproporcional, deve-se suspeitar de hemoglobina instavel.

A heranca sendo autossdmica dominante evidencia-se a
doenca nos heterozigotos. Sao descritas interagdes com a talassemia
beta, Hb Lepore, Hb S, Hb C, entre duas Hb instaveis, e adquirida apds
doenca mieloproliferativa (Policitemia vera).

O tratamento baseia-se na prevencao de uso de drogas
oxidantes e de infeccOes, e pela administracdao de acido félico em doses
baixas (1mg/dia). As transfusdes de concentrado globular podem ser
necessarias constantemente nas formas graves, levando as complicacdes
e aos riscos inerentes. Quelantes de ferro podem ser tentados para o
controle do acumulo de ferro. A esplenectomia podera ser util, mas nem
todos os casos dela se beneficiam. Nas variantes com alta afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, ha registro de mortes por tromboembolia
secundaria a eritrocitose compensatdria, muitas vezes exagerada em
situacdes de pods-esplenectomia que pode estar associada a hemolise e

plaquetose. Nestes pacientes ela deve, portanto, ser evitada. Se indicada,
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deve-se realiza-la apds o sexto ano de vida, promovendo a vacinacao
antipneumocodcica prévia e a profilaxia penicilinica apds a idade adulta,
devido a alta incidéncia de septicemia por germes encapsulados. A
colecistectomia podera, também, ser necessaria.

O prognéstico das hemoglobinas instaveis geralmente é

benigno.
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CAPITULO 10 - ANALISE LABORATORIAL PARA O DIAGNOSTICO
DAS HEMOGLOBINOPATIAS

Introducao

A solicitacdo por parte do médico de um exame especifico
para confirmar a suspeita clinica de determinada hemoglobinopatia, por
exemplo, doencga falciforme, geralmente se faz apenas pelo pedido da

analise de eletroforese de hemoglobinas. Situacao mais dificil se observa

guando o paciente é clinicamente assintomatico, porém seus indices
hematimétricos exibem discreto grau de anemia microcitica (ex.: VCM: 73
fL) e hipocrémica (ex.: HCM: 21 pg), como ocorre frequentemente nas
talassemias alfa e beta menor.
Por outro lado, nem sempre a eletroforese ou a cromatografia
(HPLC) de hemoglobinas oferecem resultados satisfatérios, pois ha varias
situacdes que impedem conclusdes seguras. Por exemplo: um paciente
portador de talassemia beta menor, que geralmente tem a Hb A> com
concentragdo elevada, pode mostrar niveis normais dessa hemoglobina se
tiver associada a anemia ferropriva - a deficiéncia de ferro interfere na
sintese da Hb Az, tornando-a com valores diminuidos.
Por razdes semelhantes aos exemplos mostrados acima é
fundamental que sejam fornecidas pelo médico duas informacdes basicas:
a - resumo clinico do paciente, inclusive com relato referente a
tratamentos usados (ex.: ferroterapia sem sucesso para a
correcao da anemia);

b - resultado(s) de hemograma (s) do paciente.
Com essas informacdes ¢é possivel estabelecer um

planejamento de andlise laboratorial que permitird ao profissional de

laboratério concluir com segurancga o laudo de suas analises.
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Apresentamos, a seguir, as trés fases que compdem o

planejamento de anadlises laboratoriais para o diagndstico das

hemoglobinopatias.

Primeira fase ou fase seletiva

Essa fase é composta por anadlises laboratoriais que permitem
identificar os principais gendtipos de hemoglobinas variantes (AS, ASH,
SS, SC, SF, AC, ACH, CC, CF) e de talassemias (AA.T, AF, AH). Essas
analises sdo as seguintes:

a - Eritrograma (Hb, VCM e HCM)

b - Morfologia eritrocitaria

c - Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino

d - Teste de resisténcia osmoética em NaCl 0,36%

Eritrograma - é um exame importante, pois auxilia na identificacao de
talassemias beta menor, alfa menor, interacao entre talassemias alfa e
beta com Hb S ou com Hb C, principalmente. Além disso, € um fator
decisivo na diferenciacdo de gendtipo da Hb SF da anemia falciforme com
persisténcia de Hb Fetal elevada em comparacao com o outro gendtipo da
Hb SF observado na interacao entre Hb S e talassemia beta. A tabela
abaixo exemplifica bem a importancia do eritrograma nesses e em outros

Casos.

Tabela 10.1: Gendtipos de Hb S relacionados a valores do eritrograma.

Genotipos | Hb (g/dL) | VCM (fL) | HCM (fL) Hb S (%) Hb F (%)
SS* 5-9 N N 94 - 98 2-10
SF* 5-9 N N 80 - 90 5-20
SF** 7 -10 D D 80 - 90 5-20
Sp*** 10 - 14 N N 60 - 80 15 - 30
* : anemia falciforme: Hb SS com Hb Fetal normal e Hb SF com Hb Fetal elevada.
*k : anemia falciforme com Hb Fetal elevada ou SF na S/Beta Talassemia.

***% . anemia falciforme com Hb Fetal elevada devido a persisténcia hereditaria de

Hb Fetal.
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Morfologia eritrocitaria - € uma analise que fornece “pistas” de

talassemias, doenca falciforme e até de Hb Instaveis. O esfregaco pode
ser corado ou sem coloracdo. O esfregaco corado & melhor obviamente,
pois mostra a intensidade de hipocromia, de policromasia, de inclusdes
eritrocitarias, presenca de eritroblastos, entre outros. As figuras 10.1 e

10.2 mostram células caracteristicas de talassemia beta.

Figura 10.1 - Esquisdcitos e dacriocitos na talassemia beta menor. O
macrécito da esquerda com discreta policromasia é
provavelmente um reticuldcito circulante, enquanto que o
macrécito da direita se deve a deficiéncia de folatos -
situacao comum em portadores de talassemia beta menor

e outras anemias hemoliticas cronicas.
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Figura 10.2 - A foto mostra em seu centro trés eritrocitos com
pontilhados baséfilos em paciente com talassemia beta

menor.

Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino - essa anadlise permite a

separacao dos principais gendtipos de hemoglobinas variantes e
talassemias. A sua avaliacao é qualitativa, podendo em algumas situacoes
supor que determinada fracao de hemoglobina esteja elevada. A figura
10.3 mostra nove aplicacdbes de amostras de sangue hemolisado com
saponina a 1%. E sempre importante aplicar amostra padrdo (Hb AA) para
fins comparativos. Observe nessa foto a Hb A, diminuida em paciente com
ferropenia, a dupla heterozigose de Hb AGC com quatro fragdes, e as
variantes AC, SC, SF, SS e AS.
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Figura 10.3 - Fracionamento de varios gendtipos de hemoglobinas em

eletroforese feita em agarose alcalina pH 9,0.

A eletroforese de hemoglobina em pH alcalino quando realizado em
acetato de celulose permite a visualizacdo da Hb H que esta presente e
pessoas portadoras de talassemia alfa. Para identificar a Hb H sao
necessarios alguns procedimentos:

1 - usar amostra de sangue hemolisada com saponina a 1%.

2 - aplicar excessiva quantidade de hemolisado.

3 - avaliar visualmente a presenca da fracao de Hb H entre 5 a 10
minutos do inicio da corrida eletroforética.

4 - ao comprovar a presenca de Hb H, anote a ficha do paciente,
pois com o passar do tempo o processo termodinamico da
eletroforese desnatura a Hb H.

A figura 10.4 destaca a presenca da Hb H na amostra de n°© 3. Observe
gue a Hb A, esta diminuida no portador de Hb H — esse fato € comum na

talassemia alfa.
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Figura 10.4 - Eletroforese alcalina em acetato de celulose. As amostras 1
e 2 sao normais para hemoglobinas (Hb AA) e a de n° 3
pertence a uma pessoa com talassemia alfa (Hb AH).
Observacao: Pelo fato de usar o sangue total para ser
hemolisado com saponina, ao corar a eletroforese é
possivel visualizar a proteina globulina alfa-2 na mesma
regiao da Hb H. As amostras 1 e 2 mostram tragos de alfa-

2-globulina.

Teste de resisténcia osmédtica em NaCl 0,36% - esse teste é seletivo para

identificar possiveis portadores de talassemia beta menor. Os eritrécitos
esquisécitos desses pacientes nao hemolisam nessa solugao, tornando-a
turva, conforme mostra a figura 10.5. E importante destacar que esse
teste ndo tem valor como diagndstico laboratorial e sua funcdo é apenas
auxiliar. A positividade também ocorre nos genétipos AC, SS, SC e SF,

além de casos com anemia ferropriva intensa.
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Figura 10.5 - Teste de resisténcia osmoética em solugao de NaCl 0,36%.
Pessoas com talassemia beta menor tem seus eritrocitos
mais resistentes quando comparados com o padrao
(Hb AA).

Segunda fase ou fase complementar

Os testes dessa fase complementam os resultados das
andlises obtidos na primeira fase. Por exemplo, quando se identifica a
presenca de Hb S em diferentes gendtipos (AS, SS, SC, etc.) por
eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, ndo ha certeza de que essa

variante seja realmente a Hb S, uma vez que diversas outras variantes
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também migram nessa posicdo (ver no capitulo 6 - Lista de Hb
Variantes). O teste de falcizacao pode resolver os gendtipos de Hb AS e
Hb SC, mas nao resolve a diferenciacao entre Hb SS e Hb SD pois ambos
seriam positivos - a Hb D é a variante mais comum que migra na mesma
posicdao da Hb S. Objetivamente a técnica que resolve essa questao é a
eletroforese em agarose acida que esta descrita no capitulo 11 — Técnicas
Laboratoriais. Outras analises complementares sdao fundamentais para
quantificar hemoglobinas, especialmente as hemoglobinas A> e Fetal, a
comprovacao da presenca de Hb H e, finalmente, a contagem de
eritrocitos. Por essa razdao, a segunda fase é composta pelas seguintes
analises laboratoriais:

a) Eletroforese em agarose acida;

b) Eletroforese alcalina quantitativa;

c) Pesquisa intraeritrocitaria de Hb H;

d) Contagem de reticulécitos.

Eletroforese em agarose acida - é especifica para diferenciar alguns tipos

de hemoglobinas variantes mais lentas que a Hb A, quais sejam:
diferencia a Hb S da Hb D, e a Hb C da Hb E, pois Hb S e Hb D migram na
mesma posicdo em eletroforese alcalina e 0 mesmo ocorre em relagdo as
Hb C e Hb E. Por meio do uso da eletroforese em agarose acida as Hb S e
Hb C sao mais lentas que a Hb A, enquanto que as Hb D e Hb E migram
na mesma posicdao da Hb A, conforme mostra a representacdao grafica e a
figura 10.6.
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Representacdo grafica da separacgao de sete gendtipos em eletroforese em

agarose acida. A Hb Fetal nos sete gendtipos estd com concentracdo

normal.
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Figura 10.6 - Eletroforese em agarose acida: (1) Hb AS; (2) Hb FASC e
(3) Hb AA.

Esse sistema eletroforético permite também, com excelente qualidade de
resolucdo, a quantificacado da Hb Fetal por meio de densitometria,
conforme mostra a figura 10.7. Nessa figura é possivel observar a
Hb Fetal com diferentes concentracdes em recém nascidos (1) e (4), em

dois gendtipos AS (2) e (3), e no (5) em paciente com Hb SS.
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Figura 10.7 - (1) RN com 95% de Hb Fetal e 5% de Hb A; (2) e (3) Hb
AS com Hb Fetal normal; (4) RN com Hb ASF e a

concentracao de Hb Fetal foi de 32%; (5) Hb SS com tragos

de Hb A proveniente de transfusao e Hb Fetal normal.

Eletroforese alcalina quantitativa — € usada especialmente para dosar a

Hb A, notadamente quando a suspeita é de talassemia beta menor. 95%
dos casos de talassemia beta menor a Hb A; esta elevada com
concentragbes variaveis entre 4,1 a 7,5% (Hb A, normal: 2 a 4%). A
eletroforese alcalina quantitativa também pode ser empregada na
dosagem de fracOes variantes em diversos genétipos (AS, AI, SC, SF,
etc.). As quantificacdbes podem ser realizadas por meio de avaliacoes
densitométricas ou eluitivas que estdao descritas no capitulo 11 - Técnicas

Laboratoriais.

Pesquisa intraeritrocitaria de Hb H - é um teste citoldgico feito para

comprovar a presenca de Hb H identificada inicialmente por eletroforese
alcalina. Os corpusculos precipitados de Hb H no interior dos eritrécitos se
devem as globinas beta “livres” que ficaram despareadas das globinas alfa
devido a talassemia alfa. Os precipitados de Hb H somente sdo visiveis

com coloracao vital por meio do uso de azul de crezil brilhante a 1% ou o
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novo azul de metileno. A técnica, também usada para contagem de
reticuldcitos e pesquisa de corpos de Heinz, pode ser consultada no
capitulo 11 - Técnicas Laboratoriais. A figura 10.8 representa a
precipitacago de Hb H em talassemia alfa menor. Observe que a
intensidade de corpusculos precipitados é variavel entre os diferentes
eritrécitos e usamos uma foto em que aparece um reticulécito (RET) para

mostrar a evidente diferenca entre esta célula e os eritrécitos com Hb H.

Figura 10.8 - Precipitados de Hb H no interior de eritrdocitos de amostra
de sangue com talassemia alfa. A esquerda, canto inferior,
um reticulécito (RET) para mostrar a sua diferenca em

relacdo aos precipitados de Hb H.

Contagem de reticulécitos - é um exame complementar de grande

utilidade para compor o diagndstico de anemias hemoliticas, entre as
quais se destacam a doenca falciforme, talassemias maior e intermédia, e
Hb Instaveis. Fisiologicamente a contagem dessas células avalia
indiretamente o grau de eritropoiese em pacientes anémicos, mas
também pode ser usada como referéncia a resposta terapéutica da
anemia e, inclusive, avaliar o grau de destruicdao eritrocitaria que ocorre
no processo hemolitico, como por exemplo na malaria, anemia hemolitica

auto-imune e nas Hb Instaveis.
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Terceira fase especifica para Hb raras.

As analises que compdem essa fase se destinam ao
diagnostico de hemoglobinas variantes raras ou de componentes
provenientes da degradacao da hemoglobina como sdo os casos de
metaemoglobina e corpos de Heinz. Assim, as analises especificas sao:

a) Pesquisa de corpos de Heinz;

b) Testes de precipitacdo de Hb Instaveis;

c) Dosagem de metaemoglobina;

d) Eletroforese de Focalizacao Isoelétrica;

e) Biologia Molecular.

Pesquisa de corpos de Heinz - os corpos de Heinz sao produtos de

globinas instaveis que se precipitam no interior dos eritrécitos e que
podem ter varias causas: Hb Instaveis, toxicidade da hemoglobina
causada por produtos oxidantes (NOx, SOx, sulfas, hidrazinas, etc.) e por
deficiéncia enzimatica dos eritrécitos, como a que ocorre na deficiéncia da
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase. Esses precipitados somente sao
visualizados apds incubacao com corantes vitais (azul de crezil brilhante e
novo azul de metileno). A técnica € mesma usada para pesquisa
intraeritrocitaria de Hb H e na contagem de reticuldcitos, conforme
descrita no capitulo 11 - Técnicas Laboratoriais. Os corpos de Heinz
precipitam no interior dos eritrécitos e tem uma taxia em direcao a
membrana da célula, conforme pode ser observado na figura 10.9. Essa
adesdo dos corpos de Heinz as proteinas de membrana causa alteracdes
na camada lipo-protéica e em especial da proteina Banda-3, expondo-a
externamente. Essa exposicdao torna o eritrocito afetado susceptivel
imunologicamente a acdo de macrdéfagos e, consequentemente, ocorre

fagocitose parcial ou total dos eritrécitos, induzindo a anemia hemolitica.
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Figura 10.9 - Corpos de Heinz precipitados no interior dos eritrécitos em

um caso de Hb Instavel.

Testes de precipitacdo de Hb Instaveis - as hemoglobinas instaveis sao

decorrentes de mutagdes de aminoacidos que ocupam regidoes que dao
estabilidade a molécula de hemoglobina. A troca de um aminodacido por
outro com diferentes caracteristicas (ex: tamanhos e/ou hidrofobicidade)
provoca lesbes na estrutura molecular da hemoglobina, deixando-a
extremamente sensivel ao aumento de temperatura “in vivo” (ex: febre)
ou “in vitro” (teste laboratorial). Assim, as hemoglobinas instaveis (ex: Hb
Koln figura 10.10) se precipitam quando aquecidas a 55°C ou submetidas
ao teste do isopropanol a 37°C (ver capitulo 11 - Técnicas Laboratoriais).
Os precipitados sdo visiveis a partir de 20 minutos de incubagao a 55°C

ou em 37°C com isopropanol, conforme mostra a figura 10.11.
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Figura 10.10 - Eletroforese alcalina em gel de agarose. As duas

primeiras amostras sao de Hb Koln, um dos tipos de Hb
Instaveis; a terceira amostra é de Hb AC e a quarta de Hb
AS. A primeira amostra de Hb Koln foi preparada com
eritrécitos lavados e, por isso, ndao é possivel visualizar as
globinas alfa livres. A segunda amostra de Hb Koln foi
aplicada usando sangue total e hemolisado com saponina

a 1% e, por essa razao, é possivel ver globinas alfa livre.
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Figura 10.11 - Os trés tubos com solugao de isopropanol e tris pH 7.4
pertencem ao caso apresentado na figura anterior de Hb
Koln — uma hemoglobina instavel com mutacdo na globina
beta. O tubo 1 é a mistura do hemolisado com a solucao,
antes de ser colocado a 37°C; o tubo 2 representa o inicio
da desnaturagao com 10 minutos de incubacao; o tubo 3
mostra a precipitacdo da Hb Instavel Koln apds 20
minutos de incubagdao. O controle normal (Hb AA)

permanece igual ao tubo 1 por 30 minutos de incubagao.

Dosagem de metaemoglobina - a elevacao de metaemoglobina no sangue
de uma pessoa, acima de 5% de concentracdo, causa cianose visivel na
cor da pele e nas mucosas. As principais causas da elevagao de
metaemoglobina sdo: (1) Hb Instaveis; (2) deficiéncia de enzimas
metaemoglobina redutase; (3) intoxicacdao por produtos oxidativos,
geralmente drogas medicamentosas. Informagdes completas podem ser
encontradas no capitulo 12 - Metaemoglobinas e a dosagem laboratorial
estdo descrita no capitulo 11 - Técnicas Laboratoriais. Um destaque

especial deve ser dado a relacdao entre elevacao de metaemoglobina e
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presenca de Hb S. A metaemoglobina esta discretamente elevada em 50%
dos portadores de Hb AS, e muito elevada em 35% dos doentes
homozigotos (Hb SS). Trata-se portanto de um teste auxiliar no

acompanhamento dos doentes falcémicos.

Eletroforese de focalizacdo isoelétrica (IEF) - é uma analise de muita

sensibilidade técnica que permite a separacao de fracdes muito préximas
com excelente nitidez de fracionamento. Supera todas as técnicas de
fracionamentos eletroforéticos e cromatograficos. Tem sido usada como
teste auxiliar na pesquisa de Hb variantes raras (figura 10.12).
Atualmente tem seu uso difundido na analise de hemoglobinas em sangue
de recém-nascidos (teste do pezinho). Por ser tecnicamente refinada e

economicamente muito cara, seu uso é restrito.
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Figura 10.12 - IEF de hemoglobinas variantes raras.

BIOLOGIA MOLECULAR

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, o conhecimento das
alteragGes genéticas obteve um excepcional desenvolvimento. Esse fato
permitiu, também, que se conhecessem os diferentes pontos de mutagoes

das hemoglobinopatias variantes, em especial da Hb S e das talassemias.
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A organizagao, estrutura e funcao dos genes que sintetizam as globinas,
assim como sua localizagao nos respectivos cromossomos estao bem
conhecidas, e esse fato tém facilitado o estudo em nivel molecular das
alteracdes das hemoglobinas.

A primeira etapa do estudo molecular é a obtencao do DNA na
sua forma mais pura possivel, cuja técnica segue alguns protocolos entre
0S quais o exposto na tabela 2. Para o estudo do DNA usam-se as enzimas
(endonucleases de restricao) produzidas por determinadas bactérias e que
tém a capacidade de "cortar" o DNA em pedagos com sequéncias de bases
nitrogenadas especificas. Para fins praticos, a presenca ou auséncia de um
ponto de reconhecimento (sitio) de uma endonuclease de restricdo é
devida a sua susceptibilidade a uma determinada enzima de interesse
para o estudo molecular. Duas técnicas podem ser utilizadas com esta
finalidade, o PCR ("polimerase chain reaction") e o "Southern blotting".

O PCR é mais viavel tecnicamente no momento, e consiste na
repeticdo ciclica da sintese de DNA, mediada por acdao enzimatica por
meio de iniciadores ("primers”) com cerca de 20 nucleotideos de
orientacdo oposta, com sequéncias complementares as duas extremidades
do fragmento que se pretende copiar. Destaca-se que os "primers" sao
especificos para cada segmento de DNA que se pretende estudar. O
processo de amplificacdo pela técnica do PCR se realiza em trés etapas
distintas:

1. separacao das fitas de DNA que se quer amplificar, a uma

temperatura de 94°C;

2. ligagao complementar entre os iniciadores e o DNA, a uma
temperatura entre 40 e 60°C, com formagao de pequenos
fragmentos de fita ;

3. a sintese do DNA pela tag-polimerase (enzima obtida de
bactéria resistente a altas temperaturas), a 72°C que ird
inserir os nucleotideos complementares, originando duas

fitas duplas do DNA idénticas a original.
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Tabela 10.2: Método para extracao rapida de DNA com uso de CTAB e DTAB

Introducao
Este procedimento permite a obtencdo rapida de amostras de DNA gendmico a partir de

pequena quantidade de sangue.

Solugodes

DTAB 12% (dodecyl-trimetil-amonium-bromide)
Cloroférmio

CTAB 8% (cetyl-trimetil-amonium-bromide)
NaCl 1,2 M

Etanol absoluto

Etanol a 70%

H20 deionizada

Etapas

1. preparar "buffy coat" de um volume de 5ml de sangue colhido com anticoagulante,
centrifugando 10min a 1.500rpm;

2. recolher o "buffy coat"” e dividi-lo em dois tubos tipo "Eppendorf" de 2ml; 500ul para
cada tubo;

3. adicionar 500ul de DTAB (dodecy! trimethylammonium bromide - Sigma D08638) a
12% e homogeneizar por inversdo por 15s;

4. incubar em banho-maria a 68°C por 5min;
adicionar 900ul de cloroféormio e homogeneizar imediatamente por inversdo vigorosa
por 15s;

6. centrifugar a 10.000rpm em centrifuga refrigerada por 2 minutos; formar-se-ao trés
camadas;

7. transferir o sobrenadante para outro tubo tipo "Eppendorf" contendo 100ul de CTAB
(cetyl trimethylammonium bromide — Sigma H-5882) a 5% e 900ul de agua;
homogeneizar por inversdo até a formagao do precipitado;
centrifugar a 10.000rpm em centrifuga refrigerada por 2min e desprezar o
sobrenadante;

10. dissolver o precipitado em 300ul de NaCl 1,2M;

11. adicionar 750ul de etanol a 99,5% a temperatura ambiente;

12. homogeneizar para precipitacdo o DNA e centrifugar a 10,000rpm em centrifuga
refrigerada por 2min;

13. Desprezar o sobrenadante;

14.Lavar uma vez com etanol a 70% e centrifugar a 10.000rpm por 2min;

15. Descartar o etanol e secar as paredes do tubo

16. Dissolver o DNA em 300ul de agua, usando vértex por 20s;

17. Determinar a concentragdo do DNA em espectrofotémetro (260 / 280nm.
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A orientacdao oposta dos iniciadores faz com que a sintese de
DNA ocorra na regiao interna entre eles. Assim, o produto da extensao de
um iniciador é utilizado como substrato para outro iniciador no ciclo
seguinte, resultando na duplicacdo de quantidade de moléculas de DNA
sintetizadas no ciclo precedente, sendo que cada ciclo apresenta duragao
de aproximadamente 10 minutos. Apds algumas horas, cerca de 30 ciclos
sao realizados com a possibilidade de se conseguir perto de um bilhdao de
copias disponiveis do fragmento de DNA inicialmente trabalhado. As
etapas da amplificacao por PCR devem seguir as especificacoes do
fabricante do equipamento termociclico, pois serao necessarios para cada
estudo determinados componentes como tag-polimerase,
oligonucleotideos e "primers" especificos. Apds a amplificagcdo do pequeno
segmento de DNA que contém o sitio de interesse, submete-o a digestdo
com a(s) enzima(s) apropriada(s). Se houver digestdao, serao gerados dois
fragmentos menores do que o inicial, indicando que o sitio é suscetivel a
acao da enzima (representada por sinal +). Se nao houver digestao, o
tamanho do fragmento nao se altera (representado por sinal - ). Quando
ha numerosos sitios polimodrficos, ao longo de um complexo génico, cada
uma das diferentes combinacdes desses sitios no mesmo cromossomo é
denominada de haplétipo. O numero potencial de haplétipo é muito
grande. No entanto, muitos ndo foram até hoje observados e, dessa
forma, um pequeno numero predomina nas populagdes humanas.

A técnica de "Southern blotting"”, por sua vez, consiste em
digerir o DNA com uma enzima de restricao e submeter o DNA
fragmentado a uma eletroforese em gel de agarose, que as separa em
funcdo de seus pesos moleculares. Apdés o fracionamento, o DNA é
desnaturado para se obter uma simples hélice, e os fragmentos
desnaturados sdao transferidos para um filtro de nitrocelulose, cujo
procedimento é denominado por "blotting”. Apds a transferéncia, o DNA é
hibridizado com sondas especificas (pedacos de DNA complementares ao
gene que se deseja estudar e marcados radioativamente) formando um

complexo radioativo. O excesso de sondas é lavado, e o filtro de
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nitrocelulose é colocado em contato com um filme que ira revelar os locais
ou os segmentos de DNA que foram complementares as sondas, e
finalmente analisados por meio de auto-radiografia. O padrao de restricao
obtido ao final do processo indicard a presenca de bandas anormais e
auséncia de bandas normais, evidenciando os eventuais defeitos

moleculares presentes no DNA.
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CAPITULO 11: TECNICAS LABORATORIAIS
Co-autores: Paulo Francisco Naoum
Cristiane Gutierres Toledo Goulart
Jania Iannella Alves

Ana Lucia Gil Guimaraes

Introducao

As técnicas laboratoriais descritas neste capitulo sao
destinadas as metodologias ndo automatizadas de eletroforeses,
avaliagOes bioquimicas e citoldgicas dos componentes eritrocitarios. Por
exemplo, ndo ha como automatizar as pesquisas da desnaturacdao das
hemoglobinas e da presenca de corpos de Heinz ou de Hb H nos
eritrécitos. Por outro lado, as eletroforeses em pH alcalino podem ser
substituidas por métodos automatizados, por exemplo, a eletroforese
capilar. Por essas razdes, optamos por descrever métodos e técnicas
necessarias para complementar resultados eletroforéticos, fato que

facilitara a aplicacao técnica dos conhecimentos apresentados neste livro.

Preparacao de solucoes de hemoglobinas (hemolisados)

Os hemolisados para eletroforese de hemoglobinas podem ser
feitos por meio do uso de saponina a 1% (100ul de sangue total e 100yl
de saponina) ou pelo tratamento com cloroféormio. O uso de cloroférmio
destréi a Hb H e Hb Instaveis, porém ¢é usado para a dosagem de
Hb Fetal.

Preparacao do hemolisado com cloroformio - a obtencdo de
hemolisado entre 10 e 15g/dL de hemoglobina, tal qual o método descrito
a seguir, é importante para dosagem de Hb Fetal. Para eletroforese

qualitativa de hemoglobinas é aconselhavel usar hemolisados com
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concentracdes de hemoglobina variaveis entre 4 a 6g/dL. A técnica de

preparacao de hemolisados consiste das seguintes fases:

1. Centrifugar 1ml de sangue com anticoagulante a 1.500rpm, durante
5 minutos; remover o plasma e lavar os eritrécitos por duas a trés
vezes com solucao salina a 0,85%. Centrifugar outra vez nas
mesmas condicdes e desprezar o sobrenadante.

2. Ao volume de eritrécitos lavados, adicionar outro de agua destilada.
Homogeneizar, e a seguir adicionar um volume de cloroférmio,
idéntico ao do hemolisado formado. Agitar vigorosamente e
centrifugar a 2.000rpm, por 15 minutos.

A solucao de hemoglobina sobrenadante, ou hemolisado, é retirada por
meio de pipeta Pasteur e transferida para um frasco limpo. A
concentragdago do hemolisado, preparado conforme metodologia

apresentada, geralmente é variavel entre 10 e 15g/dL.

Preparacao de hemolisados rapidos - esse procedimento técnico é
recomendavel para estudo populacional, nas suspeitas de hemoglobinas
instaveis e talassemia alfa. Nao é aconselhavel utilizd-lo para dosagens

bioquimicas de hemoglobinas, especialmente de Hb Fetal.

Reativo hemolisante:
Saponina P.A. ..o 1g
Agua destilada .............ovunnn... 100ml

Procedimento
a) para amostras de sangue com hematdécrito acima de 40%, misturar
1 volume de sangue com 2 volumes de reativo hemolisante;
b) para amostras de sangue com hematdcrito entre 30 e 40%,
misturar 1 volume de sangue com 1 volume de reativo hemolisante;
c) para amostras de sangue com hematdcrito abaixo de 30%, misturar

2 volumes de sangue com 1 volume de reativo hemolisante.
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A homogeneizacao deve se processar até a hemodlise completa da mistura.
Utilizar o hemolisado apds 5 minutos, e no maximo 24 horas depois da

sua preparacao.

Eletroforese qualitativa em acetato de celulose pH 8,0 - 9,0

Principio

Em pH 8,0 - 9,0 a hemoglobina é uma proteina carregada
negativamente, migrando em direcdao ao pdlo positivo. Esse método
identifica as hemoglobinas normais e grande parte das variantes. As
diferentes mobilidades verificadas entre as diversas hemoglobinas com
defeitos estruturais se devem as alteragdes de cargas elétricas, causadas
por substituicdes de aminoacidos de diferentes pontos isoelétricos (pI). As
hemoglobinas que nadao envolvem alteracdbes de cargas elétricas,
geralmente apresentam mobilidade eletroforética semelhante a da Hb A;

nesse grupo situa-se a maioria das hemoglobinas instaveis.

Equipamento

1. Cuba de eletroforese

2. Tiras de acetato de celulose
3. Papel absorvente

4. Aplicador de amostras

Reagentes
1. Solucdao Tampao: Tris-EDTA-borato 0,025M pH 8,5 (TEB pH 8,5)
Tris-hidroximetil-aminometano.............cc.ccvvvnenn. 10,29
Acido etileno-diamino-tetracético.........cuvuvevrnreennn. 0,69
ACIHO DOFICO. .. eiiiiie it e e e, 3,29
Agua destilada G.S.P...cccvvveriiiiiriieieeiiiee e 1000ml
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Procedimento

1. Colocar igual quantidade de solugao tampao em cada compartimento
eletrolitico da cuba de eletroforese;

2. Embeber o acetato de celulose na solugao tampao, previamente
colocada numa vasilha, pelo menos durante 15 minutos;

3. Enxugar o acetato de celulose entre duas folhas de papel absorvente
para remover o0 excesso de solugao tampao;

4. Ajustar as tiras de acetato de celulose na cuba de eletroforese,
deixando-as esticadas, utilizando-se de perfex ou papel de filtro para
fazer a ponte de corrente elétrica na fita;

5. Aplicar as amostras nas tiras de acetato de celulose (hemolisado com
saponina 1%, ou solucao de hemoglobina) a 2 cm do compartimento
do podlo negativo;

6. Passar 300 volts por 20 minutos;

7. Analisar o fracionamento, durante os 5 primeiros minutos, observando
a presenca ou ndao de Hb H. A Hb H, quando presente, somente é

possivel de ser visualizada em hemolisados feitos com saponina a 1%.

Controle

Durante a eletroforese é importante o uso de, pelo menos, uma amostra
controle. Na auséncia de padrdes tipo Hb AS, Hb AC, ou outra forma de
hemoglobina variante, usa-se uma amostra com hemoglobina normal. O
padrao normal constitui-se num excelente meio de comparacao entre
hemoglobinas “normais” e “anormais”. A utilizacdo de "“mapas” de

referéncia é muito Util na interpretacao dos resultados.

Precaucoes

Para o uso de qualquer eletroforese sao fundamentais os seguintes
cuidados:
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1. Verificar se as luvas de maos, a cuba de eletroforese, as tiras de
acetato, o aplicador e o papel absorvente estao limpos;

2. Observar se a solugao tampao nao esta contaminada por col6nias de
fungos;

3. A solucao tampdo, usada continuamente, é suficiente para oito a dez
procedimentos seguidos. Porém, no uso esporadico, por exemplo, uma
vez por semana, € interessante conservar a cuba com tampdo na
geladeira;

4. A obtencao de fracionamento deficiente pode ser causada por:

a) solugao tampao deteriorada;

b) alteracao do pH do tampao;

c) alta molaridade do tampao;

d) corrente elétrica deficiente;

e) ma qualidade do acetato de celulose;

f) excesso ou deficiéncia da amostra aplicada.

Dosagem de Hb A> por eletroforese de acetato de celulose pH 8,0 -
9,0

Utilizam-se os mesmos equipamentos, reagentes, e procedimentos da

técnica anterior.

Procedimento especifico

a) Aplicar 20ul da solucao de hemoglobina, numa Unica tira de acetato de
celulose, com 4,5 a 5,5 cm de largura. Para acetato de celulose com
2,5 cm de largura usar duas tiras, depositando 10ul em cada uma
delas;

b) Passar 300 volts durante 20 minutos;

c) Apds o fracionamento, as hemoglobinas A e Az, sdao recortadas com

tesoura e eluidas em tubos contendo agua destilada, na quantidade de
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3 ml (para a Hb A2) e 9 ml (para a Hb A). Deixar a eluicao se processar
por 2 horas a temperatura ambiente, homogeneizando por inversao os
tubos a cada 15 minutos. Nas eluicdes superiores a 2 horas, conservar
o material sob refrigeracao.

d) Usar Aagua destilada como branco, e fazer a leitura em
espectrofotobmetro, a 410 nm;

e) Calculo:

% Hb A= DO Az X 100

DO AX 3 + DO A

VR: 2,0 a 4,0%

Eletroforese em agar pH 6,2

Principio

O emprego da eletroforese em agar pH 6,2 é especifico para
diferenciar alguns tipos de hemoglobinas mais lentas do que a Hb A, quais
sejam: Hb S da Hb D e Hb C da Hb E, que migram em posicdes similares
em eletroforeses alcalinas. Por essa técnica as hemoglbinas S e C
separam-se da Hb A, enquanto as hemoglobinas D e E migram nas
mesma posicao da hemoglobina A. Esse sistema de fracionamento

propicia, também, a quantificacdo de Hb Fetal.

Equipamento

1. cuba de eletroforese e fonte geradora de voltagem
papel de filtro

aplicador de amostra (laminula ou Idmina de barbear)

erlenmayer de 200 a 250 ml

u »h W N

lamina de microscépio
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6. pipetas de 10 ml

Reagentes

1. Solugao Tampado Fosfato pH 6,2

NA2HPO4 o 2,029
NaH2PO4 . HoO e 0,69
Agua destilada q.S.p..cvviiiii 1000ml

Esta solucdao sera usada nos compartimentos eletroliticos bem com na
preparacao do gel de agar.
2. bacto-agar (Difco Lab.)

Procedimento

1. Colocar no erlenmayer 200mg de agar e dissolve-los em 20ml do
tampdo fosfato, levando-o ao fogo e agitando-o rotatoriamente a
cada 10 minutos, até a completa dissolucdo do agar;

2. Pipetar 3,5ml do gel liquefeito em cada lamina. Esse procedimento
dever ser realizado cuidadosamente: coloca-se a pipeta
verticalmente na porcdo média da lamina, e deixa-se que o gel se
escoe lentamente por toda a extensdo da lamina, até completar o
volume 3,5ml, deixar por 10 a 15 minutos em repouso;

3. Aplicar as amostras (solucao de hemoglobina, ou hemolisado com
saponina) na porgao média da lamina. Para isso usa-se pedaco de
laminula, ou de lamina de barbear (tipo Gillette), molhado em sua
extremidade com a amostra a ser analisada. A aplicacao se faz
introduzindo verticalmente o aplicador no gel, observando-se o
cuidado de ndo atingir a lamina;

4. Colocar a ldmina na cuba de eletroforese, e conectar suas
extremidades com os respectivos compartimentos eletroliticos por
meio de “pontes” realizadas com duplo papel de filtro;

5. Passar 100 a 150 volts por 20 a 15 minutos, respectivamente;

6. Analisar o fracionamento, inicialmente sem corar;
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7. Remover a lamina e corar com Ponceau S (ou outro corante de
proteinas) por 20 minutos;

8. Descorar com acido acético a 5%.

Observacao: E possivel comprar géis prontos para este procedimento sob

o nome de agarose acida para eletroforese de hemoglobinas.

Dosagem bioquimica de Hb Fetal
Principio

A Hb Fetal é mais resistente a desnaturagao por solugdes fortemente
alcalinas do que outros tipos de hemoglobinas. O teste é realizado
adicionando-se uma determinada quantidade de solugao alcalina em uma
concentragdao conhecida de hemolisado preparado de eritrocitos lavados e
tratados com &gua e cloroformio. Apds um tempo especifico, a
desnaturacao é bloqueada por adicdo de sulfato de amoénio saturado, ou
parcialmente saturado. O sulfato de amoénio diminui o pH e precipita a
hemoglobina saturada. Apds a filtracdo, a quantidade de hemoglobina
inalterada € avaliada e expressa como hemoglobina alcali-resistente

(ou Hb Fetal) em valores percentuais.

Equipamento

. espectrofotobmetro

pipetasde 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml
cronémetro

papel de filtro

tubos 17 X 100 mm

funis pequenos

QO A W N
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Reagentes

1. Solucao de Drabkin (cianeto)
K3FE(CN)6ureiiriiiiiiiiiiiiiieiiaeiinens 200mg
KCN .o 200mg
Agua destilada q.S.p..e.veeeenrerennnn.. 1000m|
2. NaOH 1,2N

NaOH. ..o 48¢g
Agua destilada q.S.p....eevvvnrnnn. 1000ml
3. Solucdo saturada de sulfato de amoénio
(NH4)2S04..cuiviiiiiiccii i 500g
Agua destilada q.S.p......cevvvrenenn. 500ml

Procedimento

1.

Diluir 0,6 ml da solugao de hemoglobina em um tubo contendo 10 ml

da solugao de Drabkin. Homogeneizar bem por inversao.

. Colocar 5,6 ml da solucao de hemoglobina diluida no item 1 em um

tubo rotulado “Hb Fetal”. Adicionar 0,4 ml da solugao NaOH 1,2 N e

acionar o crondmetro. Agitar cuidadosamente por 10 segundos.

. Ao final de dois minutos exatos, adicionar 4 ml da solugao saturada de

sulfato de amodnio. Homogeneizar por inversdo e deixar em repouso por

5 a 10 minutos no maximo.

. Filtrar o conteudo do tubo “Hb Fetal” em papel de filtro duplo.

. Preparar a solucao padrao, colocando em um tubo de ensaio: 1,4 ml da

solucao de hemoglobina diluida no item 1, 0,1 ml de agua destilada e 1
ml da solucdo saturada de sulfato de amoénio. Homogeneizar e
transferir 1 ml dessa solucao para outro tubo, e juntar 9 ml de solugao
Drabkin. A solucdao padrdao é 10 vezes mais diluida do que a solucdo de
“Hb Fetal”.
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6. Ler a DO do tubo “Hb Fetal” e do padrao em 540 nm, utilizando-se
como branco a solugao de Drabkin.

7. Calculo:

% Hb Fetal = DO Hb Fetal X 100

DO padrao X 10

VR: 0,0 a 2,0% para adultos normais

Teste de precipitacao para hemoglobinas instaveis

Principio

As cadeias da hemoglobina (e o tetramero) sao estruturas
altamente estaveis, e dependem da forca coletiva de quatro fatores:

1. um grande conteldo helicdide que constitui 75% da estrutura de
cada cadeia polipeptidica;

2. o firme ligamento entre o grupo heme e o polipeptideo (globina);

3. a localizagao interna de aminoacidos nao-polares e hidrofébicos, que
mantém o “pacote” de protecdo ao grupo heme;

4. os contatos aiB1 que estabilizam a integracao entre as cadeias alfa e
beta.

A diminuicao da estabilidade da hemoglobina pode ser resultante da
alteracdao de qualquer um dos quatro fatores, geralmente sensiveis
quando expostos ao calor.

Em um tampdo apropriado, a hemoglobina normal é dificilmente
precipitada quando submetida a determinada temperatura (50 a 60°C);
por certo tempo de exposicao sob as mesmas condicdes, as hemoglobinas

instaveis se desnaturam e se precipitam.
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Apresentaremos dois testes especificos para detectar hemoglobinas

instaveis: a) desnaturacao ao calor e b) precipitagdao por isopropanol.

Teste de desnaturacao ao calor

Equipamento
1. tubos de vidro 17 x 100mm e 12 x 75mm
pipetas de 5ml
centrifuga
banho-maria: 50 a 60°C

pH metro

S

baldo volumétrico de 100ml
Reagentes
1. Solucdo fosfato monobasico de sédio 0,1M

NaH2PO4 . H20...ccviiiiiiiiiea 13,8g
Agua destilada q.S.p....eeeveneeennnnnn. 1 litro

2. Solucao de hidrogenofosfato de di-sédio 0,1M
NazxHPO4 (anidro)........cccvvvnneen. 14,2g
Agua destilada q.5.p.....c.ceevvnnneen. 1 litro

3. Solugao tampao fosfato, pH 7,4:
Solugao de NaH>PO4 0,1M...... 19,2ml

Solugao de NaxHPO4 0,1M..... 80,8ml

4. NaCl a 0,8%
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Procedimento

1. Em um tubo de hemdlise colocar 1ml de sangue fresco, coletado
com anticoagulante. Centrifugar a 1.500rpm e desprezar o plasma.
Lavar os eritréocitos com NaCl a 0,85%, por duas vezes. Hemolisar
os eritrécitos com 5ml de agua destilada. Homogeneizar por seis
vezes;

2. Transferir o hemolisado para um tubo maior e, adicionar 5ml do
tampao fosfato (pH 7,4), homogeneizar por seis vezes e centrifugar
por 10 minutos a 1.500rpm;

3. Transferir 2ml do sobrenadante para outro tubo e incuba-lo a 50°C,
em banho-maria, por uma hora, ou a 60°C por trinta minutos;

4. Observar se houve precipitacao.

Controle

E fundamental o uso de uma amostra controle, obtida nas mesmas

condicoes da amostra teste.

Interpretacao

Em sangue com hemoglobinas normais é possivel que ocorra

discreto grau de precipitacdo. O resultado é positivo quando a precipitacao

é floculenta e em grande quantidade.

Precaucoes

1. as amostras a serem analisadas ndao devem exceder 72 horas apds a

coleta;

275



2. o diagnéstico da Hb instavel deve ser confirmado por outros testes
especificos: corpos de Heinz, eletroforese de hemoglobina, dosagem
de metaemoglobina;

3. a temperatura e o pH 7,4 do tampao sdo pontos criticos nesse teste.

Teste de precipitagdao por isopropanol

Equipamento

1. tubos de vidro 17 x 75mm e rolha
pipeta de 5ml
micropipeta de 100ul
banho-maria: 37°C

centrifuga

o v A W N

pH metro
Reagentes

1. Solucao tampao Tris/isopropanol pH 7,4
Tris-hidroximetril-aminometano....12,11g
Isopropanol puro .........cevvvinnnnns 170ml
Agua destilada g.S.p..euveeerereeinnnnnn. 1 litro

Ajustar o pH 7,4 com HCI concentrado

Procedimento

1. Colocar 100ul de sangue + 100ul de saponina a 1% em um tubo de
hemdlise. Agitar moderadamente até que se processe a hemolise;

2. Adicionar ao hemolisado, 2ml de tampao Tris/isopropanol
previamente equilibrado a 37°C. Agitar moderadamente, ou
homogeneizar por inversao, e incubar essa solucao por uma hora a
37°C;
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3. Observar, a cada 10 minutos, se houve precipitacao.

Interpretacao

A presenca de Hb instavel causa floculacgdo nos primeiros 10

minutos, seguida de precipitacao.

Precaucgoes

1. as hemoglobinas normais permanecem estaveis durante todo o
processo. Entretanto, pode ocorrer discreta precipitagao em alguns
casos, apos 30-45 minutos. A Hb S é mais instavel que a Hb A. A Hb
A; é a hemoglobina mais estavel entre as hemoglobinas humanas;

2. é necessario o uso de uma amostra controle, obtida nas mesmas
condicdes que o teste;

3. a temperatura de 37°C, o pH 7,4 do tampao e a concentragao de
isopropanol sao pontos criticos neste teste;

4. o diagndstico de Hb instavel deve ser confirmado por outros testes
especificos: corpos de Heinz, eletroforese de hemoglobina, dosagem

de metaemoglobina.

Dosagem de metaemoglobina por absorcao espectrofotométrica

Principio

A metaemoglobina é um subproduto resultante da transformacao da
oxiemoglobina. Essa transformacao é decorrente da continua oxidagao da
hemoglobina que ocorre notadamente devido ao envelhecimento e
conseqliente apoptose do eritrécito. Entretanto outros fatores podem

influenciar no aumento da concentragcao de metaemoglobina, por ex.: Hb
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S (AS, SS, SC, SF), talassemias beta maior e menor, Hb instaveis, Hb M,
oxidacOes induzidas pela deficiéncia de G-6PD, e oxidacdes “adquiridas”
de medicamentos (ex.: sulfas, nitritos, Tc), alimentos, meio ambiente

poluido (ex.: gases de NOx e SOx).

Reagentes
1 - Solucao estoque de Tampao Fosfato M/ 15

NaxHPO412H20 ..vveeiiiiii e 9,0g
KH2PO4 e i 5,79
[ 7X@ e 3 o 1,0 litro

2 - Solucao trabalho de Tampao Fosfato M/60
Diluir 250 ml da solucdo estoque para 1 litro (g.s.p.) de agua
destilada.
Obs.: Conservar as solugbes estoque e trabalho em

refrigerador.

3 - Saponina a 1%.

Procedimento
Para cada analise usar dois tubos de hemodlise identificados por A e

B.

Tubo A: Colocar primeiramente 100ul de sangue total, coletado com
anticoagulante e adicionar 100ul de saponina. Agitar para
ocorrer hemolise. A seguir, adicionar 6 ml do tampdo Fosfato
M/60. Homogeneizar por inversao.

Tubo B: Colocar 300ul da mistura do tubo A e, a seguir, 3 ml do

tampao Fosfato M/60. Homogeneizar por inversao.
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Leituras espectrofotométricas

a) Ajustar o espectrofotometro em comprimento de onda 630 nm,
usar o tampao Fosfato M/60 como branco e acerto do zero da
absorbancia, e a seqguir fazer a leitura do tubo A, anotando o
valor da densidade optica (D.O.).

b) Ajustar o espectrofotometro em comprimento de onda 540 nm,
usar o tampao Fosfato M/60 como branco e acerto do zero da
absorbancia, e a seguir fazer a leitura do tubo B, anotando o

valor da densidade 6ptica (D.O.).

Calculo

% DE Meta Hb = D.0. 630 nm X 100

D.0. 630 nm + (D.O. 540 nm X 10)

Obs.: O coeficiente 10 se deve a diluicdo realizada no tubo B (300ul do

tubo A: 3 ml do tampao Fosfato).

Interpretacao

A leitura do tubo A em 630 nm avalia a absorbancia da
metaemoglobina obtida da hemodlise dos eritrécitos e diluida em solugao
tamponada. Por outro lado, a leitura B, sob as mesmas condicdes, em 540
nm avalia a absorbancia da oxiemoglobina. Para obter sensibilidade

técnica na leitura, a solucao do tubo B foi diluida dez vezes.

Valores normais - Os valores normais para concentracao de

metaemoglobina variam de 0 a 4%. Acima de 4% se considera elevada.
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Pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H

Principio

A Hb H é uma hemoglobina anormal cuja molécula é formada
somente por globinas beta, sendo portanto um tetramero B4, diferente da
Hb A que é composta por um tetramero constituido por duas globinas alfa
e duas globinas beta - azf2.

A Hb H se deve a diminuicdo de globinas alfa que ocorre na
talassemia alfa, por isso as globinas beta se juntam e se tetramerizam.

Uma das formas de identificar a talassemia alfa é pesquisar a
presenca de Hb H nos eritrécitos. Para pesquisa-la € necessario induzir

sua precipitacao com o corante azul de crezil brilhante.

Reagentes

Corante de Azul de Crezil Brilhante

Azul de crezil brilhante........c.cooiiiii 1,0g

Citrato de sOdio ...cvvviiiiiiiii 0,49

Cloreto de SOdio ...iviviiiiiii i, 0,8g

[ X e 1 o 100ml
Procedimento

1) Colocar em um tubo de hemdlise 100ul de sangue total com
anticoagulante (EDTA, heparina, sequestrene ou ACD) e adicionar
200ul do corante Azul de Crezil Brilhante. Misturar com leve agitagao.

2) Incubar em banho maria a 37°C por 30 a 40 minutos.

3) Apds incubacdo fazer o esfregaco tradicional e pesquisar a presenca de
eritrécitos com Hb H na porcdo fina da lamina.

4) A presenca de uma ou mais células tipicas de Hb H é indicativo da

talassemia alfa.
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IMPORTANCIA:

A talassemia alfa se deve a lesao parcial ou total de um, dois,
trés ou dos quatro genes alfa. Dessa forma, observa-se que sua
manifestacao clinica e laboratorial € muito heterogénea.

A forma mais comum em todo o mundo é a lesdo de apenas
um gene. Neste caso é dificil encontrar a Hb H precipitada nos eritrocitos,
e na eletroforese a fracdo de Hb H estd abaixo de 1%. O paciente ndao tem
anemia devido a este tipo de talassemia alfa. A sua prevaléncia no Brasil
varia de 10 a 20%.

A lesao de dois genes alfa causa maior precipitagao de Hb H
nos eritrécitos, € comum vé-los em todos os campos microscépicos, e na
eletroforese de hemoglobina a fracao de Hb H tem concentracao entre 1 a
5%. Sua prevaléncia em nossa populagdao é cerca de 3 a 6%, e causa
discreto grau de anemia microcitica e hipocromica.

Na lesdo de trés genes, as manifestacdes clinicas sao
evidentes pela anemia e esplenomegalia, enquanto as alteragdes
laboratoriais apresentam anemia microcitica e hipocrébmica de grau
moderado (Hb: 9 a 10,0g/dl). Na eletroforese a Hb H tem concentragdes
acima de 5% (> 5% a 25%), e a pesquisa intraeritrocitaria apresenta
inUmeros eritrécitos com precipitados de Hb H. A freqiiéncia de tal. alfa
com lesdo de trés genes alfa (ou doenca de Hb H) é de 1:5.000 pessoas.
Por fim, a lesao de quatro genes alfa quando parciais podem causar a
doenca de Hb H, mas quando as lesdes sao totais, fato que nao sintetiza
nenhuma globina alfa, o portador padece de hidropsia fetal, com morte
fetal ou logo ao nascer, 100% dos seus eritrécitos tem precipitados de Hb
Bart’s (similar & Hb H). No Brasil hd pouquissimos casos relatados. E
comum nas populacdes do sudeste asiatico pelo fato da ocorréncia de

lesdes genéticas nos dois genes alfa de um mesmo cromossomo 16.
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Teste para avaliar a fragilidade osmotica dos eritrocitos

Principio

Todos eritrocitos normais e anormais apresentam equilibrio
osmotico em solugdes isotOnicas de cloreto de sdédio (NaCl) com
concentracao entre 0,8 e 0,9%. Contudo, ha eritrocitos com defeitos na
constituicdo protética da membrana que se comportam com mais
fragilidade osmotica em relacdo aos eritrécitos normais. Esses eritrocitos
mais frageis hemolisam intensamente, a partir de solugdes de NaCl com
concentracgoes decrescentes: 0,6%, 0,5%, 0,4% e 0,3%. Para conhecer o
grau de hemdlise se faz a medida da fragilidade osmdtica eritrocitaria,
bem como a curva de fragilidade osmoética.

A introducao desta técnica, muito utilizada em pesquisas
relacionadas a doenca da membrana eritrocitaria, se deve ao fato de
poder auxiliar o laboratério a identificar anemias hemoliticas que nao
sejam por hemoglobinopatias e talassemias. Além disso, é interessante
destacar que os eritrocitos de pacientes com anemia falciforme e

talassemias apresentam a fragilidade osmética diminuida.

Reativos

1) Solugao estoque de NaCl a 10%

NaCl . 9,00gr
NazHPO4 ..ovvvviiiiiiiiiieen 1,36gr
NaH2PO4H20 ..., 0,27gr
[ P10 N T3 o F 100ml

2) Solucdes de NaCl com concentragdes decrescentes de 0,9 a 0,1%.
A preparacao dessas solucoes se faz a partir da solugao
estoque de NaCl a 10%, conforme as seguintes diluicdes com agua em

baldo volumétrico de 100ml.
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Solugoes de NaCl  Solugao de NaCl a 10%  Adigao H>O destilada

0,9 9 ml + 91 ml
0,8 8 ml + 92 ml
0,7 7 ml + 93 ml
0,6 6 ml + 94 ml
0,5 5 ml + 95 ml
0,4 4 mi + 96 ml
0,3 3 ml + 97 ml
0,2 2 ml + 98 ml
0,1 1 ml + 99 ml

Procedimento

Sempre que for realizar o teste de fragilidade osmodtica num
paciente é necessario compara-lo com outra amostra “normal”, com
sangue coletado nas mesmas condigdes (mesmo anticoagulante, mesmo
dia).

Para cada tubo de hemdlise identificado com a devida
concentracao de NaCl e os nomes dos analisados, proceder da seguinte
forma:

1) 5ml de cada solucao de NaCl (0,9 a 0,1%)

50ul de sangue bem homogeneizado

2) Homogeneizar os tubos por inversdo (3 a 5 vezes), e deixa-los em
repouso por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente (+ 25°C).

3) Centrifugar todos os tubos por 5 minutos em 1500 a 2000 rpm.

4) Ap6s a centrifugacdo transferir, por meio de pipeta Pasteur, o
sobrenadante de cada tubo para outro correspondente devidamente
identificado com as concentracoes de NaCl e os nomes dos analisados.

5) Proceder a leitura espectrofotométrica de todos os sobrenadantes, em
comprimento de onda 540nm (ou filtro verde), da seguinte forma:

a) Usar o sobrenadante do tubo com NaCl 0,9% de cada amostra

analisada como branco (acerto do zero).
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b) A partir do acerto do zero na escala de absorbancia ou densidade
optica (D.O.), fazer a leitura de cada tubo. O valor da D.O. do
sobrenadante do tubo com NaCl 0,1% correspondera a 100% de
hemolise, e a partir desse valor se calculard por meio de regra de

trés as hemolises de outros tubos.

Ex: DO NaCl 0,1% —— 100%

DO NaCl 0,2% X

X = DO NaCl 0,2% x 100
DO NaCl 0,1%

VALORES NORMAIS:

% NaCl % Lise Normal % Lise na esferocitose
0,1 100 100
0,2 99 - 100 100
0,3 90 - 100 100
0,4 50 - 90 90 - 100
0,5 0-6 20 - 80
0,6 0 0-10
0,7 0 0
0,8 0 0
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CURVA DE FRAGILIDADE OSMOTICA

% de
Hemodlise

100 7
90 -
80 -
70
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10 -

0

- 9% Padrao
maximo

—— 0% Padrao
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01 02 03 04 0506 0,7 08 94de Solugao de NaCl
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CAPITULO 12: PROTEINAS PLASMATICAS OU SERICAS

Introducao

As técnicas mais avancadas de identificacdo de proteinas
indicam que no plasma humano existem cerca de 100 diferentes tipos de
proteinas plasmaticas. Entretanto, na rotina usual de quase todos os
laboratérios as proteinas plasmaticas sao avaliadas em dois grupos:
albuminas e globulinas (tabela 12.1). As analises desses dois grupos de
proteinas que atendem ao interesse médico sao efetuadas por técnicas
bioquimicas que fornecem a concentracao de proteinas totais em g/dL e
por técnicas eletroforéticas ou cromatograficas que fracionam as
diferentes proteinas do plasma e os resultados sao apresentados em
valores relativos (%) e absolutos (g/dL). Por fundamentos estritamente
técnicos, especialmente para evitar a interferéncia do fibrinogénio nas
avaliagbes quantitativas e nos fracionamentos eletroforéticos ou
cromatograficos, é aconselhavel usar o plasma “coagulado” ou soro, pois
assim o fibrinogénio é consumido no processo de coagulacdo

transformando-se em fibrina.

Tabela 12.1 - Principais proteinas plasmaticas de interesse clinico.

GRUPO PROTEINAS ESPECIFICAS

Albuminas Albumina e Pré-albumina

Globulinas Alfa-1: orosomucoide, a1 antitripsina e o lipoproteina.
Alfa-2: o2 macroglobulina, haptoglobina, o1
antiquimotripsina, globulina insollvel e pré-
beta lipoproteina.
Beta: Transferrina, hemopexina, beta lipoproteina.
Gama: Imunoglobulinas: IgA, IgM e IgG, Complemento

e proteina C reativa.
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Metabolismo normal

Ingestao - As proteinas entram em nosso corpo por meio da alimentacao
e no sistema digestorio sofrem a hidrdlise em aminoacidos no estbmago e
no intestino delgado. Para ocorrer esse processo de fragmentacdo protéica
ha a acdo direta do acido hidrocloridrico e de pepsina no estbmago, bem
como de enzimas pancreaticas (tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase)
e enzimas intestinais (aminopeptidase) no intestino delgado. Cerca de
95% das proteinas da dieta sdo completamente degradadas em
aminoacidos e somente uma pequena parte de polipeptideos
intermedidrios pode ser absorvida ou excretada pelas fezes.

Absorcao - Os aminoacidos provenientes da degradacdao protéica sao
rapidamente absorvidos pelo intestino delgado e, geralmente, nao sao
excretados pelas fezes.

Producdo - Apds a absorgao, os aminoacidos sdo transportados pelo
sangue para o figado, sistema reticulo endotelial e para todas as outras
células do corpo onde ocorre sintese de proteinas. Das proteinas
circulantes no sangue, a albumina, as alfa e beta-globulinas, a
protrombina e o fibrinogénio, sao formados no figado. As gama-globulinas
nao sdo exclusivamente de origem hepatica, mas sao sintetizadas em todo
o tecido reticuloendotelial do corpo humano. Uma pessoa com 70 quilos
de peso produz e degrada cerca de 15 a 20 gramas de proteinas
plasmaticas por dia, mantendo um equilibrio dinamico. Assim, uma pessoa
adulta requer, em média, 0,5 grama de proteina por quilo de peso, por
dia, incluindo certos aminoacidos essenciais.

Transporte e Funcées - Uma vez sintetizadas, as proteinas plasmaticas

sao distribuidas pela corrente sanguinea para desempenhar suas diversas
funcdes metabdlicas. Normalmente, ha de 6 a 8 gramas de proteinas
plasmaticas por 100ml de sangue que contém 3,2 a 5 gramas de
albumina; 0,7 a 1,3 gramas de alfa-globulinas; 0,6 a 1,1 gramas de beta-
globulinas; e 0,7 a 1,5 gramas de gama-globulinas. Essas proteinas tém

muitas funcgles Uteis no corpo, servindo inclusive como substancia
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nutritiva para os tecidos na ocorréncia de caréncia protéica. Além disso,
atuam como tampdes para o equilibrio acido-basico. Outra de suas
importantes fungdes é a regulacdo da distribuicdo de dgua no organismo;
essa atividade é realizada inicialmente pela albumina, que é responsavel
por cerca de 80% da pressao oncética do plasma humano. A pressao
oncotica é também conhecida por pressao osmética coloidal e indica a
pressao exercida pela albumina através da membrana celular. Essa
pressao ajuda a transferéncia de agua e solutos para o interior da célula.
As proteinas desempenham, também, importante atividade no transporte
de lipideos plasmaticos, vitaminas, esterdides, hormonios tiredideos,
metais (ferro, cobre, etc.) e certas enzimas. Especificamente, as gama-
globulinas contém todos os anticorpos importantes, enquanto o
fibrinogénio, protrombina e outras proteinas plasmaticas, participam da
coagulacdo sanguinea. Finalmente, a proteina C reativa que é fracionada
eletroforeticamente na regidao da gama globulina, é sintetizada no figado e
se caracteriza como excelente marcador nao-especifico que se eleva em
resposta da fase aguda em situacdes provocadas por lesao tecidual
causada por infeccdo, infarto ou malignidade (cancer).

Armazenamento - Diferentemente das gorduras, as proteinas ndao podem

ser transferidas para qualquer tipo especial de célula. Entretanto, todas as
células do organismo, particularmente aquelas do figado, rim e intestinos,
possuem proteinas |adbeis que podem ser metabolizadas durante a
desnutricdao, fato que permite a manutencao energética do organismo por
determinado periodo de tempo.

Destruicdo - As proteinas plasmaticas podem ser degradadas em
aminoacidos por enzimas no figado, os quais serdo utilizados pelo
organismo na producao de algumas substancias essenciais, por exemplo:
hormoénios, enzimas, purinas ou pirimidinas; e também participam na
formagao de novas células. Os aminoacidos sao utilizados para formar
determinadas substancias muito importantes, entre as quais se destacam
o acido piruvico (formado a partir da alanina) e o acido alfa-cetoglutamico

(sintetizado a partir do acido glutamico) que sao introduzidos no ciclo de
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Krebs. Os produtos finais do catabolismo protéico sdo: uréia, didoxido de
carbono, agua, acido urico, fosfato e creatinina.

Excrecdo - Somente uma minima quantidade de proteinas e aminoacidos
é excretada normalmente, o restante é filtrado através dos glomérulos e
reabsorvido quase que completamente. Entretanto, aminoacidos e
proteinas aparecem na urina em varias condigdes patoldogicas. A
degradacao de produtos de proteinas (uréia, diéxido de carbono, agua,
etc.) é excretada através da urina e dos pulmdes.

Regulacdo - As proteinas, inclusive as plasmaticas, sdao quebradas
constantemente em aminodacidos e re-sintetizadas a seguir. Todos os
fatores que atuam nesse equilibrio ainda ndo sao conhecidos, mas entre
eles se sabe que fazem parte os aminoacidos provenientes de alimentos e
de certos hormoénios (hormonios de crescimento, corticosterdides,

andrdégenos, tiredide e insulina).

Sinopse Metabdlica
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Avaliacao laboratorial

As proteinas plasmaticas sdo estudadas em sangue coletado
sem anticoagulante e, dessa forma, separa-se o soro. As proteinas
plasmaticas podem ser avaliadas de forma integral - ou proteinas totais,
por meio de métodos bioquimicos (turbidimetria, floculacdo, quimica
seca), imunoldgicos ou por ultracentrifugacdo. Quando se quer avaliar os
componentes especificos das proteinas - ou fracdes de proteinas, se
utiliza com maior frequéncia os métodos eletroforéticos em gel de
agarose, acetato de celulose ou eletroforese capilar.

A determinacao das proteinas é de grande auxilio na avaliagao
do estado nutricional e da presenca de doencas sistémicas agudas ou
cronicas.

A dosagem isolada de proteinas totais tem pouco valor, ja que
a alteracdo em uma das fracbes pode ser compensada por alteragao
oposta de outra fragao, por exemplo: no processo inflamatdério agudo ha
diminuicao da albumina e elevagao da alfa-2 globulina, sem que o valor de
proteinas totais esteja alterado. Entretanto, ha casos especificos em que o
valor de proteinas totais tem utilidade médica como sdo os casos de
significativas elevagdes no mieloma multiplo, ou na diminuicao acentuada
gue ocorre nos estados graves de desnutricao, na sindrome nefrética, etc.

As dosagens bioquimicas das fracdes albumina e gama
globulina auxiliam na orientacao diagndstica em alteragdes sistémicas com
diminuicao de albumina, como nos estados carenciais (subnutricao),
perdas renais, distlrbios intestinais e hepaticos; ou nas elevagdes de
gama globulina que ocorrem nas gamopatias (mieloma multiplo, doenca
de Waldestron) e nos processos infecciosos cronicos.

O fracionamento eletroforético das proteinas plasmaticas,
juntamente com a dosagem de proteinas totais, oferece um quadro
completo, muitas vezes especifico para determinadas patologias e outras
vezes como excelente marcador biolégico para o acompanhamento do

estado clinico do paciente. A eletroforese padrdao para proteinas
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plasmaticas nos oferece o fracionamento basico de cinco fracdes:
albumina, alfa-1, alfa-2, beta e gama globulinas.
Os valores médios de proteinas totais e fragdes estdo

apresentados na tabela 12.2.

Tabela 12.2 - Valores médios normais (minimo e maximo) das
concentracoes das proteinas plasmaticas avaliadas

no soro. Proteinas totais e fragoes.

Proteinas* % g/dL

Totais 100 6,0 a 8,0
Albumina 50,0 a 63,0 3,2a5,5
Alfa-1 2,5a5,7 0,2a0,4
Alfa-2 5,8a13,0 0,5a0,9
Beta 8,5a 14,7 0,6a1,1
Gama 11,8 a 20,2 0,7a1,5

(*) Os valores relativos e absolutos apresentam ligeiras variagdes entre
diferentes reagentes bioquimicos e tipos de eletroforeses.

Interpretacao do tracado eletroforético — Na maior parte das condigOes

patolégicas que envolvem as proteinas plasmaticas, as alteracdes
abrangem ndo somente uma determinada proteina, mas um grupo
razoavelmente amplo dos componentes protéicos. Assim, as analises
eletroforéticas mantém uma posicdo de consideravel utilidade clinica
quando as analises especificas de suas fragdes sao confrontadas com as
avaliacbes médicas. Para se fazer a correta interpretacao dos resultados
obtidos no tracado eletroforético é necessario ter conhecimento dos seus

valores normais (tabela 12.2).
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i1l 1

Tracado eletroforético das proteinas séricas com os limites minimos e

maximos da normalidade.

Imunoglobulinas - As imunoglobulinas sdo anticorpos especificos

compostos por glicoproteinas e estao presentes no plasma e nos liquidos
organicos. No plasma, quando fracionadas eletroforeticamente, compdem
o grupo das gama globulinas, mas podem também ser detectadas na
regido de beta globulinas. Até alguns anos atras a identificagdo das
imunoglobulinas se fazia por meio de imunoeletroforese. Atualmente ha
métodos imunoldgicos mais rapidos e sensiveis como: imunoturbidimetria,
eletroquimioluminescéncia, radioimunoensaio e Elisa, capazes de
quantificar com sensibilidade as imunoglobulinas IgA, IgE, IgD, IgG e IgM.
Cada uma dessas imunoglobulinas tem concentracdes e funcdes diferentes

€em nosso organismo, conforme mostra a tabela 12.3.
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Tabela 12.3 - Caracteristica das imunoglobulinas humana.

Tipo | Concentracao Funcao Principal Método
Ig G 70 a 75% Resposta imune secundaria IMT

*

IgM 5a10% Combate as infeccoes IMT

Ig A 10 a 15% Primeira linha de defesa IMT

Ig D < 1% Receptores para Ag em | IEF

Linfocito B
Ig E < 0,5% Imunidade ativa em alergias EQL

IMT: imunoturbidimetria; IEF: imunoeletroforese; EQL: eletroquimioluminescéncia.

* A IgG tem cinco sub-grupos - IgG1 a IgG5.
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CAPITULO 13: PROTEINAS PLASMATICAS DE INTERESSE CLINICO

Introducao

Cerca de 100 tipos diferentes de proteinas plasmaticas foram
identificadas até o presente utilizando-se de técnicas sofisticadas e de alta
sensibilidade. Entretanto, os métodos eletroforéticos e cromatograficos
disponiveis para a investigacdo clinica permitem o fracionamento de cinco
a sete fracoes: albumina, alfa-1, alfa-2, beta e gama, em geral, e pode
ocorrer o sub-fracionamento de alfa-2 em duas fracdes, da beta globulina
em duas fracdes, do complemento C3 na interzona beta-gama, e da
proteina C-reativa na regido distal da zona de gama. A figura 13.1a
mostra o fracionamento padrdo das proteinas séricas e as figuras 13.1b a
13.1e mostram as fragdes que raramente sao fracionadas em eletroforese
de rotina.

O uso de procedimentos eletroforéticos de alta resolucao para
as proteinas plasmaticas ou séricas, notadamente em gel de
poliacrilamida e focalizagao isoelétrica, permitiram identificar varias
proteinas que estdo incluidas nas cinco zonas basicas de albumina, alfa-1,

alfa-2, beta e gama, conforme mostra a tabela 13.1.
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Figura 13.1a: Padrao normal com
cinco fragdes: Albumina, alfa-1, alfa-
2, beta e gama.

Figura 13.1b: Fracionamento com
seis fragbes: Albumina, alfa-1, alfa-
2a, alfa-2b, beta e gama”.

Figura 13.1c: Fracionamento com
seis fragdes: Albumina, alfa-1, alfa-2,
beta-1, beta-2 e gama.

Figura 13.1d: Fracionamento com
seis fragdes: Albumina, alfa-1, alfa-2,
beta, complemento C3 e gama.

Figura 13.1e: Fracionamento com
sete fracdes: Albumina, alfa-1, alfa-
2a, alfa 2-b, beta, gama e proteina C
reativa (PCR).
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Tabela 13.1 - Componentes protéicos das cinco zonas fracionadas

em eletroforese de proteinas.

Zonas Componentes Protéicos
Albumina Pré-albumina e Albumina
Alfa-1 Alfa-1 glicoproteina acida, orosomucodide, alfa-1

antitripsina, alfa-lipoproteina

Alfa-2 Alfa-2 macroglobulina, haptoglobina, ceruloplasmina,
alfa-1 antiquimotripsina, globulina insolavel e pré-beta

lipoproteina

Beta Transferrina, hemopexina, beta lipoproteina, IgA,

complemento C3

Gama IgM, IgG, proteina C reativa e fibrinogénio (visivel

somente no plasma)

Componentes especificos

Pré-albumina - E uma banda fraca e espalhada, com migracdo

eletroforética mais rapida que a albumina e por essa razao foi denominada
por pré-albumina. Sua concentracdo normal € varidvel entre 5 e 7% ou
0,3 e 0,5 g/dL. Sua principal funcao esta relacionada com o transporte do
hormonio tiredideo, entretanto o significado clinico desta proteina ndo
esta relacionado com sua propriedade fisioldgica. Diante desse fato a
diminuicdo da Pré-albumina é observada nos processos inflamatorios
agudos de etiologia diversa, porém, mais interessante é a diminuicdo
precoce e marcante que se associa a insuficiéncia das células hepaticas.
Assim, a pré-albumina é um indicador hepatocelular de mais utilidade que
a albumina, cujas modificacdes sao constantes e tardias. Por outro lado,
elevacbes da pré-albumina estdao relacionadas com heranca genética
familiar, sem que tenha evidenciado significados com patologias
especificas (figura 13.2). De forma geral, a pré-albumina pela sua pouca

resolutividade eletroforética ndao tem sido considerada nas analises de
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eletroforeses de proteinas. Apesar disso, o interesse cientifico devera
desvendar no futuro outras relacdes com a pré-albumina, pois o
fracionamento em gel de poliacrilamida revela que a pré-albumina é
composta por pelo menos cinco sub-fragbes, conforme mostra um

fracionamento obtido em nosso laboratério (figura 13.3).

Pré-
albumina

Figura 13.2: Fracionamento de proteinas séricas por meio de eletroforese
em acetato de celulose com alta resolugao em hidragel. A foto mostra um

caso com pré-albumina elevada (8% de concentragao).

123 4 5 a B IgAl
\ J IgGl

Pré-albuminas Albumina
IgM

Figura 13.3: Fracionamento de proteinas séricas por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida. Observe os subfracionamentos da pré-albumina
em cinco pequenas fragdes além dos fracionamentos de IgA, IgG e IgM na

zona de gama globulina.

Albumina - E a proteina com maior concentracdo no fracionamento das
proteinas séricas ou plasmaticas (50 a 63% e 3,2 a 5,0 g/dL). As
principais funcdes estdo relacionadas com a atividade osmética do plasma
e a funcdo especifica do transporte de produtos de varias substancias
enddgenas e exdgenas, bilirrubina, acidos graxos, corantes, calcio e
farmacos. A unido com algumas substancias, principalmente em casos de

bilirrubinemia, modifica a carga elétrica da albumina, e isto se evidencia
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durante a eletroforese em que é possivel observar uma fracao de cor
amarela (bilirrubina + albumina) que se destaca da prépria albumina. Ao
corar a eletroforese, a albumina associada ao conjugado de bilirrubina +
albumina se revela como uma fracdo discretamente alongada (albumina
rapida) em direcdo ao anodo ou podlo positivo. A diminuicdo acentuada da
concentracao de albumina tem importantes significados clinicos, quer seja
pela baixa sintese desta proteina no figado (ex. hepatopatias), ou por
acentuadas perdas: renal (ex. sindrome nefrética), intestinal (ex.
enteropatias) e cutanea (ex. queimaduras graves). Outras situacdes de
diminuicao discreta a moderada da concentragao de albumina ocorrem
nos processos inflamatérios agudos, subnutricdo, ma absorgao e caquexia
neoplasica. O aumento de albumina, por sua vez, se destaca em situagdes
de hipogamaglobulinemia em que ha intenso desequilibrio da relagao

albumina/globulina (figura 13.4).

Agamaglobulinemia

Padrao normal

Figura 13.4: Agamaglobulinemia ou auséncia de gama (eletroforese
superior) desequilibra a relagao albumina/globulinas e evidencia a

supremacia quantitativa de albumina.

Alfa-1 globulina - Apesar desta fracdo ser composta por quatro proteinas

especificas (ver tabela 13.1), somente a alfa-1 antitripsina é responsavel
pela sua revelacdo com os corantes usuais de eletroforese (Ponceau,
Negro de Amido e Azul de Bromofenol). Esta proteina é o componente
mais importante entre os “inibidores de proteases”, termo usado para um

grupo de proteinas que tem a funcdo de neutralizar as atividades das
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enzimas proteoliticas, seja de natureza bacteriana ou leucocitaria. Por
essa razao a alfa-1-globulina aumenta sua concentracdao nos processos
inflamatodrios agudos. O comportamento desta fracao € muito peculiar nas
hepatopatias cronicas e agudas; em fases de consolidacdao da doenca
ocorre a elevacao da alfa-1-antitripsina, e que tende a diminuir nas fases
terminais da cirrose hepatica. Por outro lado a deficiéncia hereditaria de
alfa-1-atitripsina, que se traduz em visivel diminuicdo e até completa
auséncia da fracdao alfa-1 na eletroforese, é devido a uma variante
genética desta proteina capaz de causar graves lesdes fibrosantes do
tecido pulmonar (enfisema na fase de adolescéncia e em adultos jovens),

ou cirrose hepatica na infancia (figura 13.5).

B |

Figura 13.5: Completa auséncia da fracdo alfa-1 globulinas (linha
pontilhada) em paciente com enfisema pulmonar cronico desde a

adolescéncia.

Alfa-2-Globulina - Essa zona € determinada principalmente por duas

proteinas (alfa-2-macroglobulina e haptoglobina) entre outras expostas na
tabela 13.1. A alfa-2-macroglobulina, apesar de fazer parte dos “inibidores
de proteases” tem interesse clinico especifico, por exemplo sua elevagao
constante em pacientes com a sindrome da deficiéncia imunoldgica
adquirida (AIDS). Por outro lado, o aumento fisiopatoldgico desta fracao
protéica ocorre por retencao seletiva durante a sindrome nefrética e, por
essa razdo, € visivel sua elevacdo em grau acentuado enquanto que a
albumina principalmente, e outras globulinas sao excretadas pela urina. A
figura 13.6a mostra um caso com sindrome nefrética em comparagao com

a figura 13.6b de uma amostra normal.
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. . . Figura 13.6a
. Figura 13.6b

Figura 13.6a: Eletroforese de proteinas séricas de amostra obtida de um
paciente com sindrome nefrdtica. Observar a diminuicao de albumina e as
elevacdes de alfa-1 e alfa-2 globulina. Esta ultima pode alcangar até 30%

da concentragao. Figura 13.6b: Fracionamento normal.

A diminuicdo da alfa-2 macroglobulina tem impacto na
diminuicdao da fracao de alfa-2 globulina, e essa situacao pode ser
observada nas hepatopatias cronicas de fase avancada, pois a sintese
desta proteina ocorre no figado.

A haptoglobina, por sua vez, tem interesse clinico como
sensivel marcador de hemdlises. Como se sabe, a haptoglobina forma um
complexo protéico com a hemoglobina livre plasmatica e que,
posteriormente, é removido do sangue pelo processo de fagocitose
efetuado por macréfagos. Assim, nas sindromes hemoliticas, a
haptoglobina é intensamente requisitada para se ligar as moléculas de
hemoglobinas livres e, esse fato, causa sua marcante diminuicao, com
reflexo na queda de concentracao de alfa-2-globulina. O aumento da
haptoglobina acontece nos processos inflamatérios agudos, pois ela é
considerada como uma das proteinas da fase aguda, e, portanto, nestes
eventos patoldgicos ocorre a elevacdo da fracdao de alfa-2-globulina
(figuras 13.7a e 13.7b).
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- - l Figura 13.7a
' n Fiaura 13.7b

Figura 13.7a: Fracionamento normal. 13.7b: Elevacdes de alfa-1 e

alfa-2 em processo inflamatério agudo.

Beta globulina - Esta zona do tracado eletroforético € composta por varias

proteinas (tabela 13.1) das quais a transferrina e o complemento C3 sao
as mais importantes sob o ponto de vista do significado clinico.
Tecnicamente, a adicdo de 100mg de calcio em um litro do tampao de
eletroforese permite a separacdo dessas duas proteinas em beta-1 e
beta-2 globulinas, respectivamente. A transferrina é sintetizada nas
células hepaticas e sua fungdo € o transporte do ferro plasmatico,
portanto, a elevagcao de sua concentracdao com reflexo no aumento da
fracdo beta globulina é indicativo de caréncia de ferro. A diminuicdo da
transferrina se observa nas hepatopatias cronicas.

O significado funcional do componente C3 do sistema
complemento é bem conhecido, pois atua como mediador em numerosas
reacoes imunitarias. Assim, a elevacao do complemento C3 induz o
aumento de beta globulina em processos infecciosos cronicos. Entretanto,
a fracdo beta globulina elevada pode também indicar hiperlipidemia
devido a beta lipoproteina ou LDL-colesterol (tabela 13.2).

Destaque deve ser dado a elevacao monoclonal, geralmente

acentuada na zona beta globulina devido ao acumulo de sintese de
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imunoglobulina IgA em pacientes com mieloma multiplo. Apesar de ser
classificada como uma gamopatia, a IgA tem mobilidade eletroforética
entre as fracdes gama e beta, e muitas vezes - dependendo da sua
estrutura molecular - na propria zona de beta, conforme mostra a figura
13.8.

!Ill

IgA
monoclonal

Figura 13.8: Mobilidade de IgA em gamopatia monoclonal na zona de

beta globulina.

Gama globulina - A zona de gama globulina compreende todas as classes

de imunoglobulinas, com destaque a IgG. A heterogeneidade molecular
que caracteriza as imunoglobulinas nao impede a migracao em forma de
uma banda compacta, apesar de visualmente mostrar-se esparsamente
bem delimitada. A disposicao esparsa caracteriza que varios clones de
linfocitos B e plasmdécitos estao sintetizando todas as classes e sub-classes
de imunoglobulinas e, por essa razao, denomina-se de banda policlonal
(figuras 13.9, 13.10 e 13.11).
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Gama

Figura 13.9: Fracionamento normal, com a zona de gama globulina
espalhada, porém bem delimitada. A concentracao relativa de gama

globulina nesta eletroforese é de 18,4% (normal: 11,8 a 20,2%).

Gama
policlonal

Figura 13.10: Fracionamento com elevacao de gama com distribuicao
policlonal em paciente com virose. A concentracao relativa de gama

globulina nesta eletroforese é de 26,8% - elevagdo policlonal moderada da

fracdao gama.

" 0w
o2 ——

Gama
policlonal

Figura 13.11: Fracionamento com elevacao de gama com distribuicao
policlonal em paciente com processo inflamatério crénico. A
concentracao relativa de gama globulina nesta eletroforese é de 35,5% -
elevacao policlonal acentuada da fracao gama. Observar elevacao da

Alfa-2 globulina, comum em casos de inflamagao cronica.
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As gamopatias monoclonais determinadas por IgA, IgM e IgG
ocupam posicoes distintas na ampla delimitagao que caracteriza a zona de
gama globulina. A IgA é a mais anddica, muitas vezes migrando na zona
eletroforética de beta globulina (figura 13.12). A IgM é menos anddica e
se posiciona discretamente além do ponto de aplicagdo na interzona beta-
gama (figura 13.3). Por fim, a IgG ocupa efetivamente a regiao média de
delimita a zona de gama globulina, algumas vezes em direcao catddica
(figura 13.14). E importante destacar que, apesar dos progressos
verificados no fracionamento eletroforético das proteinas séricas ou
plasmaticas, ndo é possivel determinar com certeza se a fracao
monoclonal é IgA, IgM ou IgG. Para esta finalidade é necessario que se
facam dosagens imunoldgicas especificas das imunoglobulinas ou

imunoeletroforese com anti-soros especificos para estas imunoglobulinas.

l-lll

IgA
monoclonal

Figura 13.12: Gamopatia monoclonal na zona de beta globulina que

sugere ser IgA.

'

IgM
monoclonal

Figura 13.13: Gamopatia monoclonal na inter-zona beta-gama globulina

que sugere ser IgM.
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IgG
monoclonal

Figura 13.14: Gamopatia monoclonal na propria regido de gama

globulina que sugere IgG.

Finalmente ha situagdes em que inexiste a delimitacdo entre
as zonas de beta e gama globulinas. Nesses casos, o tracado grafico
mostra apenas quatro picos densitométricos: albumina, alfa-1, alfa-2 e
fusdao beta-gama. Manualmente ¢é possivel delimitar no grafico as
concentragOes aproximadas de beta e de gama globulinas fundidas. Essa
disposicao de fusao beta-gama ocorre com frequéncia em eletroforeses de
soro e plasma de pacientes que padecem de cirrose hepatica (figura
13.15).

W

N J
Y

Fusdo beta-gama

Figura 13.15: Eletroforese de proteinas séricas com destaque a

disposicao que caracteriza a fusao beta-gama.
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Alteracoes eletroforéticas induzidas por patologias ou artefatos

As variacOes de concentracdes de proteinas séricas podem ser
resultantes das consequéncias fisiopatoldgicas de diversas doencas e dos
graus de lesdes patoldgicas que afetaram o organismo do paciente (tabela
13.2). Além disso, algumas fracoes de proteinas séricas e plasmaticas
podem sofrer influéncias de compostos e sub-compostos quimicos de
drogas medicamentosas, capazes de causarem alteracdes quantitativas
artefatuais das fracdes. Da mesma forma as alteracdes arterfatuais podem
decorrer também da estocagem inadequada do soro e plasma, do tipo de
eletroforese utilizada, do corante, etc. A tabela 13.3 resume as principais
alteragdes artefatuais e induzidas por situagdes estruturais, fisico-

guimicas e adquiridas.
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Tabela 13.2 - Relacdo entre alteracdes das proteinas séricas e plasmaticas com

situagdes padrdes e doencas frequentemente associadas.

Situacao padrao Alteracoes eletroforéticas

Doengas associadas

Inflamacao aguda

e Albumina normal ou diminuida
e Elevacbes de alfa-1 e alfa-2
globulinas

Infeccbes agudas
Doengas inflamatérias

Inflamacgao
cronica

e Albumina normal ou diminuida

e Elevacbes de alfa-1 e alfa-2
globulina

e Elevagao policlonal
globulina

de gama

Doengas autoimunes
Doencas hepaticas cronicas
Infeccdes crbénicas

Céncer

Hipoalbuminemia

e Albumina diminuida

Cancer metastatico
Desnutricao
Doengas que
perda protéica

induzem

Hipogama
globulinemia

e Albumina normal ou diminuida
(™)

e Diminuicdo de gama globulina

Imunodeficiéncia congénita
Doencgas linfoproliferativas
InflamacgOes intestinais

Gamopatia e Elevacao de gama globulina e Doencga auto-imune
policlonal ¢ InfeccOes

e Doencas hepaticas
Cirrose e Aumento de gama globulina e Cirrose hepética

Perda protéica

e Albumina diminuida (*)
e Alfa-1 diminuida (*)

e Alfa-2 diminuida(*)

e Beta diminuida (*)

e Gama diminuida (*)

Sindrome nefrotica (**)
Doencas exudativas da
pele

Gastroenteropatias

Gamopatias
monoclonais

e Albumina normal ou diminuida
e Elevagdo monoclonal de gama
globulina

Mieloma multiplo
Macroglobulinemia
Leucemia linfocitica cronica
Linfoma

Deficiéncia de « Auséncia de alfa-1 globulina e Deficiéncia de alfa-1 anti-

alfa-1 tripsina

anti-tripsina e Enfisema pulmonar
precoce

Hiper beta e Albumina normal ou diminuida e Anemia por deficiéncia de

globulinemia

e Aumento de beta globulina

ferro
Hiperlipidemia
Diabetes mellitus

(*) valor absoluto

(**) na sindrome nefrética ocorre elevagoes relativas (%) de alfa-1 e alfa-2 globulinas e

diminuicao das demais fragoes (ver fig. 13.6 a).
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Tabela 13.3 - Interferentes que alteram o fracionamento e as concentragoes

das proteinas séricas (ou plasmaticas).

Interferentes

Alteracoes

Tipos de eletroforese

A eletroforese por focalizacdo isoelétrica influi
na concentracao de albumina, tornando-a
menos concentrada quando comparada com

outros tipos de eletroforeses.

Soro hemolisado e

Anemias hemoliticas

Em situagcdes de hemodlises a albumina se
mostra mais concentrada, diminui a
concentracao de alfa-2-globulina por
consumo de haptoglobina e induz o
aparecimento de uma fragao entre alfa-2 e

beta globulinas (globulina insolavel).

Soro ictérico e

Bilirrubinemias

Situacdes comuns em anemias hemoliticas e
hepatites: a albumina se mostra mais

concentrada.

Tempo de estocagem

do soro

Quanto maior o tempo a fracao beta
globulina diminui a sua concentragao devido

a decomposicao de complemento C3.

Doencgas de cadeia

gama pesada

Ocorre a presenca de uma fracao do tipo
monoclonal que pode ocupar qualquer

espaco entre a alfa-2 e gama globulinas.

InflamagOes agudas

E possivel observar a Proteina C Reativa
(PCR) na regido anddica da zona de gama

globulina.

Uso de plasma em

lugar de soro

O fibrinogénio aparece entre a regido de
beta-2 e gama nas eletroforeses em agarose,
e atrads da aplicacdo e distante da zona de
gama nas eletroforeses em acetato de

celulose.
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CAPITULO 14: DOENCAS RELACIONADAS COM ALTERACOES DAS
PROTEINAS SERICAS E TRACADO ELETROFORETICO.

1 - DOENGCA RELACIONADA A DIETA REDUZIDA DE PROTEINAS

1.1 - Desnutricao grave

A diminuicdo significativa da ingestao de proteinas e outros
nutrientes interferem na sintese das proteinas plasmaticas com notavel
diminuicdao das concentragdes de albumina e das globulinas. Outros testes
complementares sdo necessarios para obter maiores informacdes sobre o
estado nutricional de um paciente desnutrido. Entre as andlises usuais
destacam-se o hemograma, especialmente a série vermelha, urindlise,
glicose sanguinea, colesterol, acido Urico e creatinina. Além desses
exames, outros testes especificos podem determinar a gravidade da
desnutricdo, com destaques para ferritina, ferro sérico, vitamina Bi> e

acido folico.
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Sinopse Fisiopatoldgica

AR AR AR
DIETA BAIXO NIVEL DE PRODUGAO DIMINUIDA
INSUFICIENTE =%  ABSORCAO DE —> DE ALBUMINA E
DE PROTEINAS AMINOACIDOS GLOBULINAS
AR
A AR X
5 » DIMINUICAO DA
IMPLICACGES POR DIMINUICAO DAS CONCENTRAGAO
eerericoe ., FUNGOESENO D AOMATIONS
IMUNGLOGICO ARMAZENAMENTO PLASMATICAS

Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Diminuida
Albumina: Diminuida
Globulinas: Diminuida
Alfa-1: Diminuida
Alfa-2: Diminuida
Beta: Diminuida
Gama: Diminuida

D 11 1

Padrao Normal

»

O tracado eletroforético &
aparentemente normal na
desnutricdo grave, porém o0s
valores absolutos estdo todos
diminuidos.
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2 - DOENCAS RELACIONADAS A PERDA PROTEICA

As perdas protéicas se revelam no exame laboratorial por
meio da dosagem de proteinas totais e do fracionamento eletroforético.
Nessas situacOes sdo visiveis as diminuicdes das proteinas totais e de
varias de suas fracdes. Por essa razao € possivel fazer a distincao entre as
condicOes patoldgicas que causam a perda protéica e daquela induzida por
processos secundarios. Na perda protéica por via intestinal ocorre a
diminuicao conjunta da albumina e de todas as fragdes de globulinas. Por
outro lado, na queimadura e na sindrome nefrética as perdas de proteinas

nao sao uniformes.
2.1 - Perda gastrointestinal

A excessiva perda gastrointestinal de albumina, juntamente
com outras proteinas séricas, tem sido observada em diversas alteragdes
gastrointestinais, como s3ao os casos de diarréia prolongada, sindrome da
mal absorcdo, lesdes da mucosa do intestino delgado (doencga celiaca) ou
esteatorréia causada por pancreatite cronica, entre outras. Dessa forma, a
perda de proteinas por meio da excrecao de fezes € muito significativa e,
consequentemente, interfere na oferta de aminodcidos para a sintese de
proteinas. Em outros casos, a albumina pode ser perdida devido a uma
patologia secundaria da propria mucosa intestinal, ou pela perda direta do
plasma através dos intestinos como ocorre nas doengas inflamatorias
intestinais. Todas essas perdas protéicas podem ser moderadas ou graves
e ha situacbes em que sdao acompanhadas de subnutricdo, fato que induz,
além da hipoproteinemia generalizada, uma marcante diminuicdao de

albumina e transferrina.
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Sinopse Fisiopatoldgica

A A y X
DIETA LESOES NA DIARREIA
PROTEICA — MUCOSA - PROLONGADA

ADEQUADA INTESTINAL

|

A
A -
_ DIMINUICAO
S Re SIGNIFICATIVA
PROTEINAS - NAABSORCAC
PLASMATICAS DE
AMINOACIDOS

Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Diminuida
Albumina: Diminuida ' l

Globulinas: Diminuida Padrdo normal
Alfa-1: Diminuida
Alfa-2: Diminuida . ;
Beta: Diminuida

Visivel diminuigdo de albumina e
de transferrina na regidao de
beta globulina em situagao de
perda protéica gastrointestinal.

Gama: Diminuida
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2.2 - Queimaduras graves

Em pacientes com queimaduras graves pode ocorrer evidente
diminuicdo de albumina sérica. Da mesma forma como ocorre em outras
condicdes, a hipoalbuminemia é sintomatica, havendo o envolvimento de
varios fatores. Um desses fatores, certamente o mais importante, é a
perda excessiva de albumina por infiltracdo do plasma nas areas lesadas
pela queimadura. A explicacdo para esse fato € que a pele, apesar de
representar cerca de 6% do peso de uma pessoa, contém entre 30 a 40%

da albumina extravascular.

Sinopse Fisiopatoldgica

QUEIMADURA LESAO DE PERDA
GRAVE — TECIDOS — EXCESSIVA DE
ALBUMINA

|

PROTEINAS TOTAIS
DIMINUIDAS
HIPOALBUMINEMIA

Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Diminuida I . [
Albumina: Muito Diminuida P

Globulinas: Diminuida Padrao Normal

Alfa-1: Normal ou Aumentada (V.R.)

Alfa-2: Normal ou Aumentada (V.R.) . .

Beta: Diminuida ou Normal (V.R.)

Gama: Diminuida Excessiva diminuigao de

albumina e elevagbes relativas
de alfa-1 e alfa-2 em perda

V.R.: Valor relativo protéica por queimadura grave.
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2.3 - Sindrome nefrotica

A sindrome nefrdética se caracteriza por sinais e sintomas
manifestados pela perda de grande volume de albumina pelos rins, fato
gue se manifesta por hipoproteinemia, edema, lipidaria, hiperlipemia e
proteinuria. Essas manifestacdes advém de varias doencas diferentes,
notadamente a glomerulonefrite, amiloidose, diabetes melittus, lupus
eritematoso e outras doencas do colageno. Assim, além da perda de
albumina e outras proteinas de baixo peso molecular (ex.: transferrina e
alfa 1 - antitripsina) observa-se, por outro lado, a retencao de algumas
proteinas de grande peso molecular (ex.: a2 macroglobulinemia, IgM e
lipoproteinas). Por essa razdo, o fracionamento eletroforético apresenta a
globulina alfa-2 muito elevada em contraste com o decréscimo de
albumina e gama globulina. Eventualmente a fracdao beta globulina

também pode estar elevada.
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Sinopse Fisiopatoldgica
y N\ A y N

DOENCAS QUE PERDA RENAL DE DIMINUICAO
AFETAM OS —_— ALBUMINA E OUTRAS —_— ACENTUADA DE
GLOMERULOS COM BAIXO PM ALBUMINA NO SANGUE
A
ALBUMINURIA

(PROTEINURIA)

Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Diminuida ' ' ' l
Albumina: Muito diminuida

Globulinas: Diminuida ou normal Padrdo Normal
Alfa-1: Diminuida
Alfa-2: Muito aumentada (V.R.) . - o
Beta: Normal ou aumentada (V.R.) Diminuicdo de albumina e
Gama: Diminuida excessiva elevagao relativa de

alfa-2 globulina na perda
protéica por sindrome nefrotica.

Obs.: Excessiva excrecdo de proteina pela urina (>7,0g/dL)
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3 — DOENCAS RELACIONADAS A HEPATOPATIAS

O figado é o 6rgdao em que ocorre a sintese de albumina, e
situacdes patoldgicas que interferem na sua estrutura e no seu
metabolismo afetam o nivel de albumina no organismo. Entretanto, pelo
fato do figado ter consideravel capacidade regenerativa, somente nos
casos em que houve avancado grau de lesao hepatocelular a concentragao
de albumina se torna significativamente diminuida. Dessa forma, os trés
problemas hepaticos que alteram o perfil das proteinas séricas sao:

1) Doencas cronicas do figado, com destaque a cirrose hepatica, que
se manifesta com marcante elevacao de IgG e IgM associada a
diminuigao da albumina e transferrina.

2) Hepatite viral aguda, com elevacdes de IgG e IgM.

3) Destruicao biliar, geralmente associada a elevacao de C4 e beta

lipoproteinas.

3.1 - Cirrose hepatica

A cirrose esta entre as dez principais causas de o6bito no
mundo ocidental. Grande parte dos casos de cirrose se deve ao abuso de
alcool (60-70%), hepatites virais (10%), doencas biliares (5 a 10%) e
sobrecarga de ferro (5%) entre outras causas de menor importancia.
Todas as formas iniciais de cirrose podem ser clinicamente assintomaticas.
Ao se tornar sintomatica as manifestagdes clinicas sdo inespecificas pois
se caracterizam pela perda de apetite, perda de peso, fraqueza,
osteoporose e, na forma avancada, debilitagao expressiva. O metabolismo
hepatico se torna comprometido pelo desarranjo estrutural do seu
parénquima, alterando o funcionamento macico das células hepéaticas. Por
essas razoes a sintese de albumina diminui enquanto, ao mesmo tempo,
ocorre uma superatividade do sistema reticuloendotelial, especificamente
das células plasmaticas (linfécitos B), que resulta no aumento da

concentracdo de gama globulina. Na cirrose alcodlica ha varidveis graus
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de incorporacdo de fracdes protéicas da beta globulina na regidao de gama
fato que no fracionamento eletroforético se mostra pela fusdo das fragoes
beta-gama. Por outro lado, na cirrose biliar, a albumina permanece
normal nos estagios iniciais embora ocorra acentuada

hipergamaglobulinemia e hiperbetaglobulinemia.

Sinopse Fisiopatoldgica

A y N
A
ALCOOL, VIRUS, DESTRUICAO
DOENCAS DO DIMINUI A
BILIARES, —_— PARENQUIMA —_— SINTESE DA
HEMOCROMATOSE, HEPATICO ALBUMINA
ETC
y ¥
SUPERATIVIDADE ALBUMINA NO
DO SISTEMA PLASMA
RETICULO
ENDOTELIAL
y N
ELEVACAO DE
GAMA
GLOBULINA.
PODE OCORRER
FUSAO BETA
GAMA NA
ELETROFORESE

Sumario das Dosagens de Proteinas . . .l
Proteinas totais: Normal ou Aumentada

Albumina: Diminuida Padrao Normal
Globulinas: Elevada
Alfa-1: Normal . l -
Alfa-2: Normal ou diminuida
_ " Observar a fusdao beta-gama
Beta: Aumentada (¥*) globulinas (elevadas) na
Gama: Aumentada (*) hepatopatia por cirrose
hepatica.

* pode ocorrer fusdo beta-gama em uma so6 fragdo eletroforética.
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3.2 - Hepatites virais

Os virus ao atacarem as células hepaticas induzem a sua
faléncia metabdlica e as tornam necroticas. Nesse estado de progressiva
desestabilizacdo bioldgica, as células hepaticas se tornam incapazes de
sintetizar albumina. Por essa razdao a albumina diminui sensivelmente no
plasma sanguineo. Ao mesmo tempo ocorre elevacdo de globulinas
plasmaticas devido a resposta imunoldogica e producdo de anticorpos
especificos contra os virus da hepatite. As globulinas alfa-2 e beta
também se elevam. As alteragcbes da concentracdo plasmatica da
albumina ocorrem no inicio do estado ictérico, atingindo a
hipoalbuminemia ao longo de 8 a 16 dias. Geralmente, observa-se a
normalizacdo da sintese de albumina quando seu nivel sérico atinge
valores padrdes entre cinco e seis semanas apds o inicio da hepatite. O
prolongamento da hipoalbuminemia além de seis semanas é sugestivo de
necrose macica, hepatite cronica ou cirrose pos-necrotica. Nessas
complicagdes a albumina plasmatica apresenta importante significado no
progndstico do paciente, capaz, inclusive, de supor a extensdao do
processo destrutivo das células hepaticas. A hipergamaglobulinemia
ocorre geralmente precedendo a ictericia, atingindo os valores maximos
entre 8 a 10 dias apdés a doenca ter sido diagnosticada. O retorno da
concentracdao de gama globulina aos niveis de normalidade demora entre
trés e quatro meses. E importante destacar que a concentracdo de gama

globulina é um excelente marcador da gravidade e progressao da doenca.
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Sinopse Fisiopatoldgica

|

Sumario das Dosagens de Proteinas -

Proteinas totais:

Albumina:

Globulinas:
Alfa-1:
Alfa-2:
Beta:

Gama:

Normal ou Aumentada

Diminuida Padrdo normal
Aumentada -

Aumentada

Aumentada ou Normal Elevacdes de alfa-2, beta e
Aumentada \g,iarrar}a globulinas na hepatite
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4 - ALTERA,(;(N)ES DAS PROTEINAS PLASMATICAS NOS PROCESSOS
INFLAMATORIOS

A maior parte das proteinas plasmaticas participa da resposta
inflamatodria, dada a frequéncia desse processo fisiopatoldgico nas mais
diversas patologias. Essas proteinas participam com grande evidéncia
laboratorial na fase inflamatéria aguda e que pode durar de 24 horas a
uma semana. Nesse processo destacam-se a diminuicao de albumina e o
aumento das globulinas, em especial das fracoes alfa-1 e alfa-2. Na
realidade o que ocorre sao alteracbes dos componentes protéicos que
compdem a alfa-1 globulina (alfa-1 anti-tripsina e alfa-1 glicoproteina
acida) e alfa-2 globulina (haptoglobina, alfa-1 antiquimotripsina,
ceruloplasmina) além do fibrinogénio, proteina C e complemento C (todos
na regiao de gama globulina).

Na fase inflamatéria aguda, geralmente as imunoglobulinas
permanecem no limite da normalidade, entretanto, se verifica a elevagao
de suas fragcdes a medida que ocorre a cronificacdo do processo
inflamatdrio. Alguns quadros que se diferenciam das alteragdes acima
apresentadas podem ser Uuteis na conclusao do diagndstico, como por
exemplo, a proteina C reativa. Essa proteina € um dos mais sensiveis e
precoces marcadores de processos inflamatorios da fase aguda, pois se

torna aumentada, com excegao das infecgoes virais.

4.1 - Inflamacao aguda

A rapida destruicido de tecidos que ocorre nos processos
inflamatdrios agudos se caracteriza por resposta bioquimica localizada
(ativacao do complemento) e pela resposta da imunidade celular efetuada
pela mobilizacdo de neutréfilos, mondcitos e células dendriticas (fagdcitos,
em geral). Essa resposta imunoldgica induz o aumento na sintese de

proteinas, especialmente de imunoglobulinas que compdem a regido de
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gama globulina. As evidéncias clinicas e laboratoriais que estao associadas
a inflamacgdo aguda sdo:
- febre, resultante da liberacdo de substancias toxicas que
estimulam o sistema nervoso central.

- hemossedimentacdo acelerada devido ao aumento das

globulinas alfa-1 e alfa-2 e do fibrinogénio.

- leucocitose, devido a atividade fagocitica

- proteinas da fase aguda aumentadas, pelo acumulo da
proteina C-reativa, alfa-2 macroglobulina, ceruloplasmina,
alfa-1 antitripsina e haptoglobina.

A elevacao da concentracdao das proteinas da fase aguda é

observada nas seguintes doengas:

a) infeccdes agudas: causadas por bactérias ou parasitas;

b) traumas: fisicos, quimicos ou cirurgicos;

c) insuficiéncia cardiaca;

d) coma metabdlico: uremia, choque, etc.
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Sinopse Fisiopatoldgica

A
A y N .
: . SINTESE DE
INFLAMACAO DESTRUICAO PROTEINAS
AGUDA - DE TECIDOS - DA FASE
AGUDA
A *
ATIVACAO DO AUMENTO DA
SISTEMA PROITEINA
IMUNOLOGICO C-REATIVA
y X
ELEVACAO
DAS
GLOBULINAS
ALFA -1 E
ALFA-2

Sumario das Dosagens de Proteinas

' ‘.’
¢

Proteinas totais: Normal / Aumentada

Albumina: Diminuida Padrdo normal

Globulinas: Aumentada
Alfa-1: Aumentada ' "n
Alfa-2: Aumentada Albumina diminuida e elevagbes
Beta: Normal ou Aumentada _cle aIfa—1~ e alfa-2 globulinas na

inflamagao aguda.

Gama: Normal ou Aumentada

4.2 - Inflamagao cronica

A inflamagdo crbnica estd associada com o aumento de
algumas proteinas conhecidas por ‘“proteinas da fase crénica”.
Eletroforeticamente, a resposta do organismo frente a inflamagao cronica
pode ser vista pelo aumento da alfa-2 globulina e discreto aumento da
beta globulina, fato que ocorre devido a elevacdao do complemento. A
albumina pode estar discretamente diminuida e a fracdo gama elevada
tem distribuicdao policlonal. As proteinas da fase cronica podem estar

alteradas nas seguintes doengas:
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infeccOes cronicas (brucelose, tuberculose, etc)

alergias

cancer

doengas auto-imunes

Sinopse Fisiopatoldgica

A
y X A )
5 ~ ) ESTIMULO DO
INFLAMACAO LESAO CONTINUA SISTEMA
CRONICA - DE TECIDOS - IMUNOLOGICO
A l
=Sl T AT—
PROTEINAS DA FASE .
CRONICA ELEVACAO
POLICLONAL
l DE GAMA
A
AUMENTO EXPRESSIVO
DE ALFA-2 GLOBULINA
Sumario das Dosagens de Proteinas ~ l ' .l
Proteinas totais: Normal ou Aumentada
Albumina: Diminuida Padrao normal
Globulinas: Aumentada
Alfa-1: Aumentada .’ .. n
Alfa-2: Aumentada
Fracionamento tipico
Beta: Normal ou Aumentada inflamacdo aguda: alfa-1, aIfa 2
Gama: Aumentada e gama elevadas.
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5 — ALTERACOES GENETICAS DAS PROTEINAS PLASMATICAS

As alteracOes genéticas que envolvem os genes para sintese
de albumina e globulinas podem ter causas hereditarias ou adquiridas
durante a gestacao (congénita). Essas alteracdoes geralmente ocorrem no
sentido de diminuir a sintese de proteinas e entre as doencas que se
destacam apresentaremos trés, quais sejam: disproteinemia familiar

idiopatica, hipogamaglobulinemia e deficiéncia de Alfa-1 antitripsina.
5.1 - Disproteinemia familar idiopatica

Nessa condicdo ha acentuado decréscimo na sintese de
albumina com conseqiente diminuicdo dessa proteina no plasma. Por
outro lado, as globulinas que continuam sendo sintetizadas normalmente
se apresentam com valores relativos elevados quando comparadas com a

albumina.

Sinopse Fisiopatoldgica

Genes normais para albumina Gene deficiente para albumina
e globulinas e normal para globulinas
Alfa-2 Alfa-2
Beta Beta
Albumina

Albumina
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Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Diminuida

Albumina: Diminuida (VA e VR)

Globulinas: Aumentada (VR)
Alfa-1: Aumentada (VR)
Alfa-2: Aumentada (VR)
Beta: Aumentada (VR)
Gama: Aumentada (VR)

Obs.: VA: valor absoluto; VR: valor relativo.

5.2 - Hipogamaglobulinemia

A diminuicao da concentracdao gama globulina se deve ao
decréscimo da sintese de uma ou mais imunoglobulinas, fato que decorre
das imunodeficiéncias como é o caso da sindrome de Wiskott Aldrich, ou
da hipoglobulinemia infantil ligada ao cromossomo X e da
hipoglobulinemia transitéria. A diminuicdo da sintese de gama globulinas
pode ser, também, de causa seletiva, por exemplo: deficiéncia seletiva
das cadeias leves “kapa” ou “lambda”. A maioria dessas alteracdes que
resultam em hipogamaglobulinemia é de causa hereditaria e, por isso, se
manifesta desde a infancia. Outras deficiéncias de imunoglobulinas sao
adquiridas principalmente na fase adulta e podem ser secundarias a
leucemia, doenga de Hodgkin e gamopatias monoclonais, e finalmente ha
as hipogamaglobulinemias causadas por terapia imuno-supressivas. O
preciso diagndstico requer anadlises imunoldgicas para se conhecer o(s)

tipo(s) de imunoglobulina(s) envolvida(s).
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Sinopse Fisiopatoldgica

Genes normais para albumina Gene gama deficiente Gene gama ausente.
e globulinas Demais genes normais Demais genes normais
Alfa-2 Alfa-2
Albumina Beta Albumina Albumina Beta
Hipogamaglobulinemia Agamaglobulinemia

Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Normal ou Diminuida ' l I ?
Albumina: Normal ou Aumentada §

Globulinas: Diminuida Padrao normal
Alfa-1: Normal
Alfa-2: Normal

Beta: Normal . n

Gama: Muito diminuida ou ausente o a )
Diminuicao de gama globulina e

(agamaglobulinemia) demais fragdes normais na
hipogamaglobulinemia.

5.3 - Deficiéncia de alfa-1-antitripsina

Ha duas causas que induzem a deficiéncia de alfa-1
antitripsina: a hereditaria e a adquirida. A deficiéncia de origem
hereditaria se manifesta nas formas homozigota e heterozigota.
Aproximadamente 95% da populagdao tem concentracoes de alfa-1
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antitripsina variaveis entre 200 e 400mg/dL. Na forma heterozigota ha
brusca queda da concentracao de alfa-1 antitripsina em 30 a 50% dos
niveis normais. Na forma homozigota a deficiéncia varia conforme o grupo
étnico, mas geralmente a concentragdo dessa proteina representa apenas
10 a 15% da concentracdo padrao. Essa condicao é observada em 3 a
5% da populacdo mundial e os portadores homozigotos tém predisposicao
ao enfisema pulmonar, cirrose hepatica, insuficiéncia pancreatica e outras
anormalidades. A deficiéncia adquirida pode ser encontrada em pacientes
com doencas hepaticas ou sindrome nefrética grave. A avaliagdo por meio
da eletroforese mostra auséncia total ou acentuada diminuicao da fracdo
alfa-1 globulina (fig. 13.5). Porém o diagndstico preciso se faz por meio

de dosagem bioquimica especifica ou imunoldgica de alfa-1 antitripsina.

Sinopse Fisiopatoldgica
DIMINUICAO DE

——— ALFA-1
DEFICIENCIA HETEROZIGOTO GLOBULINA
NA SINTESE
DE ALFA-1
ANTITRIPSINA
HOMOZIGOTO
\ AUSENCIA DE
ALFA-1
GLOBULINA

Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Normal
Albumina: Normal
Globulinas: Normal
Alfa-1: Diminuida ou ausente
Alfa-2: Normal
Beta: Normal
Gama: Normal
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6 — GAMOPATIAS MONOCLONAIS

As gamopatias monoclonais representam doencas
provenientes de alteracdes da sintese de imunoglobulinas, consistindo de
uma proliferacao de linfécitos B e plasmocitos. Essas células sintetizam de
forma descontrolada um ou dois tipos de imunoglobulinas por meio da
exarcebacao reprodutiva de um clone celular (monoclonal) ou de dois
clones (biclonal). O mieloma multiplo é o tipo mais comum de gamopatia
monoclonal. Um outro tipo de gamopatia monoclonal, porém de rara
freqliéncia, € a macroglobulinemia de Waldenstrom que produz excessiva

quantidade de IgM.

6.1 - Mieloma multiplo

Uma das principais caracteristicas obtidas em analise
laboratorial do soro de paciente com mieloma multiplo é o fracionamento
eletroforético do tipo monoclonal, com a visdo de uma fragdo muito
densa, na regiao da gama globulina. Ocasionalmente essa fracao densa,
muitas vezes com intensidade igual ou maior que a albumina, se posiciona
na regiao de beta ou de alfa-2 globulina. Para esses pacientes se faz
necessario o0 uso de técnicas imunoldgicas (imunoeletroforese ou
dosagens especificas de imunoglobulinas) para se saber qual o tipo de
imunoglobulina que esta induzindo a elevagao de gama globulina. Muitas
vezes € possivel supor qual o tipo de imunoglobulina causadora do
mieloma multiplo em eletroforese de proteinas de alta resolucdo. Nessas
eletroforeses a IgG migra na regido gama, a IgA migra na regidao pré-
gama (entre beta e gama) e a IgM migra na regiao de beta. A
imunoglobulina mais comum em mieloma é a IgG em 2/3 dos casos,
seguida da IgA em 1/3; a IgM é rarissima e a IgD também ja foi descrita
em casos muito raros. Um teste urindrio conhecido por proteinuria de
Bence-Jones estd presente em 2/3 dos casos e se deve a passagem de

cadeias leves ‘“livres” através da filtracdo glomerular para serem
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excretadas na urina. Varios outros exames auxiliares (mielograma,
radiografia, hemossedimentacdo, calcio, uréia e creatinina) sao

fundamentais para o diagndstico e acompanhamento dessas doencas.

Sinopse Fisiopatoldgica
y N A

A INDUGAO DO LINFOQITOS B A
N GENE FGFR3 “DOENTES”

ALTERACOES PARA SINTETIZAM GAMOPATIA
CROMOSSOMICAS  ==»  pROLIFERAGAO APENAS UM TIPO =% MONOCLONAL
(TRANSLOCAGAO) DE DE

LINFOCITOS B IMUNOGLOBULINA

Sumario das Dosagens de Proteinas

Proteinas totais: Normal ou Aumentada
Albumina: Diminuida
Globulinas: Aumentada

Alfa-1: Normal

Alfa-2: Normal

Beta: Normal

Gama: Aumentada (pico monoclonal)

Normal Mieloma Multiplo
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Outras alteracoes eletroforéticas em gamopatias

§ 11
(IR |
(RS
I |
e
'8

Fracdo monoclonal de gama
na regido de IgG (atras da
aplicacao)

Fracdo monoclonal de gama
na regiao de IgG (na frente da
aplicacao)

Transformacao (fase inicial) de
fracao monoclonal de gama na
regido de IgG (na frente da
aplicagao)

Fracdo monoclonal de gama
na regiao de IgM (interzona
beta-gama)

Transformacao (fase inicial) de
fragdo monoclonal de gama na
regidao de IgM (interzona beta-
gama)

Fracdo monoclonal de gama
na regiao de IgA (zona de
beta globulina)
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CAPITULO 15: TECNICAS LABORATORIAIS PARA ANALISES DAS
PROTEINAS SERICAS OU PLASMATICAS
Co-autor: Paulo Francisco Francisco Naoum

Cristiane Gutierres Toledo Goulart

Introducao

As solicitacdes por parte dos médicos para o fracionamento de
proteinas séricas ou plasmaticas tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos. Provavelmente esse fato seja decorrente da qualidade dos
resultados emitidos pelos laboratérios e, por essa razdo, tem contribuido
de forma positiva para auxiliar o diagndstico clinico de diversas patologias
diferentes. Como resposta a exigéncia de qualidade analitica, o mercado
de tecnologias para eletroforeses, notadamente aquele direcionado as
aplicacdes em clinica médica, prospera e oferece novos equipamentos e
metodologias sofisticadas. Por essas razles se torna dificil descrever
técnicas para eletroforeses com as especificidades com que foram
destacadas nas duas primeiras edicdes do livro Eletroforese, Técnicas e
Diagnésticos (Editora Santos, Sdo Paulo, 1990 e 1999), e que serviu de
inspiracao para a presente publicagao.

Os trés tipos de eletroforeses atualmente disponiveis para as
andlises de proteinas séricas ou plasmaticas avaliam a disposicao por
zonas das cinco fracdes proteicas: albumina, alfa-1 globulina, alfa-2
globulina, beta globulina e gama globulina. Esses trés tipos de
eletroforeses se desenvolvem em metodologias conhecidas por seus
suportes de separacao: acetato de celulose, gel de agarose e capilaridade
em gel. As eletroforeses em acetato de celulose e em gel de agarose
podem ser efetuadas por técnicas ndo automatizadas (ou manuais) e
também por técnicas automatizadas com diversos graus de sofisticacdo. A
eletroforese por capilaridade em gel somente pode ser desenvolvida por

meio de técnicas automatizadas com alto grau de sofisticagcao tecnoldgica.
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E evidente que as condices econdmicas entre os laboratdrios
gue se dispOe a realizar eletroforeses sdao muito variaveis e, muitas vezes,
um pequeno laboratério podera fornecer resultados do fracionamento
eletroforético de proteinas séricas ou plasmaticas com a mesma
sensibilidade de um laboratério de referéncia, mesmo usando técnicas nao
automatizadas.

Por essa razdo optamos por apresentar trés procedimentos
técnicos tradicionais para o fracionamento de proteinas séricas ou
plasmaticas em acetato de celulose, em gel de agar (ou agarose) e em gel

de poliacrilamida.

Eletroforese em acetato de celulose
Principios

O acetato de celulose é uma membrana branca obtida da
reacao da celulose com anidrido acético, acido acético e acido sulfurico. O
resultado da confecgcao da membrana de acetato de celulose permite que
as proteinas aplicadas em sua superficie sejam absorvidas uniformemente
em seus microporos. O desenvolvimento da corrida eletroforética induz a
passagem de ions através da composicao quimica do acetato de celulose,
com homogeneidade de distribuicdo e com baixo efeito eletroendosmatico.

Para o fracionamento das proteinas séricas ou plasmaticas se
utilizam tiras de acetato de celulose medindo 2,5 ou 5,0 cm de largura e
comprimentos variaveis entre 5 e 12 cm. Ha dois tipos de acetato de
celulose: o seco e o gelatinizado. O acetato gelatinizado deve ser
conservado em solucao de metanol a 40% para nao perder suas
propriedades fisico-quimicas.

A eletroforese em acetato de celulose permite que apos todos
os procedimentos técnicos (fracionamento, coloracdo e descoloracao) seja

transparentizada para a leitura densitométrica.
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Reagentes

1. Solucao tampao veronal-Tris 0,05 M pH 8,8%*

Dietil-barbiturato sddico (barbital sddico) 10,30 g
Acido dietil-barbittrico 1,84 g
Tris (hidroximetil) aminometano 7,20 g
Agua destilada qg.s.p. 1000ml

* Além desta solucao tampao apresentaremos outras - os tampoes

optativos que podem ser usados com a mesma eficiéncia analitica.

2. Solugao corante: Ponceau S

Ponceau vermelho S 1,0g
Acido tricloroacético 37,5¢
Acido sulfosalicilico 37,5¢g
Agua destilada q.s.p. 500ml

3. Solucao descorante de acido acético a 5%
Acido acético glacial 50ml

Agua destilada q.s.p. 1000ml
4. Solucao eluente para quantificacao espectrofotométrica
Acido acético glacial 80ml

Agua destilada q.s.p. 100ml

5. Solucao de transparentizacao

Metanol 87ml
Acido acético glacial 12ml
Glicerol 1ml
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A W N R

Material

Aparelho para eletroforese

Aplicador de amostras

Tiras de acetato de celulose

Vasilhas para embebimento de acetato de celulose, coloracdao e
descoloracao das proteinas

Papel absorvente

Pinca para manipular o acetato durante coloragcao, descoloragao e

transparentizagao.

Procedimento

Colocar igual quantidade de solugao tampao em cada
compartimento eletrolitico da cuba de eletroforese.

Embeber o acetato de celulose na solugao tampao, previamente
colocada numa vasilha, pelo menos durante 15 minutos. Evitar o
embebimento prolongado, acima de 4 horas.

Enxugar o acetato de celulose entre duas folhas de papel absorvente
para remover o excesso da solugao tampao.

Ajustar as tiras de acetato de celulose na cuba de eletroforese,
deixando-as esticadas. Verificar se as suas extremidades estao
mergulhadas na solucao tampao de cada compartimento da cuba.
Aplicar 3 a 5ul do soro do paciente, a 2cm do extremo catddico.
Passar 150 volts por 20 a 30 minutos. O tempo exato devera ser
estabelecido apds algumas corridas eletroforéticas.

Remover as tiras de acetato de celulose da cuba de eletroforese e
coloca-las em vasilha contendo a solucao corante Ponceau S. Deixar
corando por 10 minutos. Evitar coloragao por longo tempo, acima de

30 minutos.
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8. Transferir as tiras para a vasilha que contém a solucdo descorante
de acido acético a 5%, agitando cuidadosamente por 3 a 5 minutos.
Deixar em repouso por mais 5 minutos e trocar a solucao
descorante usada por outra limpa, até o tempo necessario para que
as tiras de acetato de celulose se tornem claras e as fragoes de

proteinas bem evidentes.

Quantificacao por eluicao

Para se proceder a eluicao das diferentes fracdes de proteinas
utilizam-se cinco tubos de ensaio. Para o tubo no qual serd eluida a
albumina se coloca 10ml da solugao eluente, e para cada um dos quatro
tubos restantes em que serao eluidas a alfa-1, alfa-2, beta e gama-
globulina, se coloca 5ml do eluente. O “branco” se prepara com um
pequeno pedago da tira de acetato de celulose, escolhendo uma zona bem
descorada. Os tubos devem ser agitados preferencialmente em “vortex” e
quando as fragOes estiverem totalmente eluidas proceder a leitura de
415 nm, anotando o valor da densidade 6éptica (D.O.). O calculo é

realizado da seguinte forma:

Leituras da D.O. corrigida

Tubo de albumina D.O. x 10 = D.O. corrigida
Tubo de alfa-1 D.O. x 5 = D.O. corrigida
Tubo de alfa-2 D.O. x 5 = D.O. corrigida
Tubo de beta D.O. x 5 = D.O. corrigida
Tubo de gama D.O0. x 5 = D.O. corrigida

Soma do total = (£ D.O. corrigida)

Assim, a porcentagem de cada fracao (F) é obtida de acordo

com a seguinte férmula:
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%F = D.O. corrigido do tubo de ....  x 100
> D.O. corrigida

Obs.: Ha certos tipos de acetatos de celulose que apresentam dificuldades
de serem “digeridos” pela solucdo de acido acético a 80%. Para esses
casos, usam-se cinco tubos com 2ml de acido acético puro (P.A.) para
cada fracao protéica. A leitura da D.O. é direta e o calculo se faz por meio
da somatdria das cinco leituras da D.O. e aplicando-se a regra de trés
para saber o valor de cada fracao.

Para obter o valor absoluto de cada fracao protéica aplica-se uma regra de
trés simples. Por exemplo: o valor de proteinas totais foi de 7,00g/dL, e

os valores percentuais das fragées foram os seguintes:

Albumina = 57,15%
Alfa-1 = 6,35%
Alfa-2 = 11,11%
Beta = 15,87%
Gama = 15,87%
Total = 100,00%

O calculo de cada fracao sera obtido da seguinte forma;

% da fragao x 7,00 g/dL
100

Assim, os valores absolutos de cada fragao serao os seguintes:

Albumina = 4,00g/dL
Alfa-1 = 0,44g/dL
Alfa-2 = 0,78g/dL
Beta = 0,67g/dL
Gama = 1,11g/dL
Total = 7,00g/dL
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Quantificacao por densitometria

A quantificacdo densitométrica pode ser efetuada por meio de
equipamentos especificos — os densitbmetros — ou utilizando o scanner do
computador com software para quantificagdo de fracdes separadas
eletroforeticamente. Geralmente os melhores resultados dessas avaliacdes
sao obtidos quando as tiras de acetato de celulose estao
transparentizadas. A técnica de transparentizacdo para as tiras de acetato
de celulose é a seguinte:

- desidratar as tiras colocando-as num recipiente com metanol

anidro, durante 30 segundos;

- transferir as tiras para a vasilha contendo a solugao de
transparentizagao, deixando-as por 60 segundos, no
transcurso dos quais se agita o recipiente;

- retirar as tiras da solugdo anterior e coloca-las sobre uma
placa de vidro, limpa, evitando a formagao de bolhas.
Colocar a placa de vidro em estufa a 60°C (por 15 a 20
minutos, ou até que se obtenha a transparentizacdo
completa), ou sob luz de raios infravermelhos até conseguir

total transparéncia das tiras.

Tampao Optativo

O tampdo optativo que apresentamos a seguir se deve as

dificuldades em se obter o reagente do tampao veronal (dietil-barbiturato

sddico).

Solucao Tampao Tris-Glicina 0,025 M pH 9,5

Tris (hidroximetil) aminometano 14,19
Glicina 22,6 g
Agua destilada q.s.p. 1000ml
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Corantes Optativos

Sugerimos outros dois corantes, além do Ponceau S.

Para o corante negro de amido, quando utilizado na coloragao

e quantificacao eluitiva das proteinas séricas, deve-se usar o comprimento

de onda de 415 nm ou 530 nm; o outro corante, o azul de bromofenol é

sensivel em 415 nm.

1.

Solucao corante Negro de Amido

Negro de amido 6g
Metanol 450ml
Acido acético glacial 100ml
Agua destilada q.s.p. 1000ml

As tiras de acetato de celulose devem ser mergulhadas nessa solucao
corante por 10 minutos, e descoradas com solucdo de acido acético a

5% ap0s varias lavagens.

Solucao corante Azul de Bromofenol

Azul de bromofenol 1g
Metanol g.s.p. 1000 ml
As tiras de acetato de celulose devem ser mergulhadas nessa solucao
por 30 minutos, e descoradas com solugdao de acido acético a 5% em

trés lavagens sucessivas de 6 minutos.
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Eletroforese em gel de agar (Agarose)

Principios

O gel de agar é um hidrocoldide que ao ser gquimicamente
tamponado a partir de concentracdao acima de 1% permite que o
fracionamento das proteinas séricas ou plasmaticas se distribuem em
zonas bem delimitadas. A qualidade do agar e a densidade das fibras
formadas pela polimerizacao das subunidades de galactose que compdem
a base do agar causam alto efeito eletroendosmotico. O controle da
eletroforese em gel de agar deve ser preferencialmente feito por meio da
miliamperagem (mA), para evitar que o efeito termodindmico, produzido
pela intensa reacdo entre os ions do tampao e as fibras coloidas do agar,
determinam a dissolugao do gel durante a eletroforese.

A eletroforese em gel de agar apresenta melhor resolugao de
fracionamento que a obtida em acetato de celulose. Por ser originalmente
transparente, o gel de agar apods ser seco, permite que apds todos os
procedimentos técnicos (fracionamento, coloracdo e descoloracdo) seja

transparentizado para a leitura densitométrica.

Reagentes

1. Solucao tampao tris-glicina 0,025 M, pH 9,5

Tris (hidroximetil) aminometano 14,1 g
Glicina 22,69
Agua destilada q.s.p. 1000ml

Esta solucdo €é usada nos compartimentos eletroliticos e na

composicao do gel de agar e agarose.

2. Solugao corante: Ponceau S
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3. Solucao descorante de acido acético a 5%

4. Fixador para o agar ou a agarose

© ® N O U A WN =

[
= O

Glicerina 10ml

Acido acético glacial 5ml

Isopropanol 85ml
Material

Aparelho de eletroforese

Laminula

Laminas de vidro para microscopia (2,5 x 7,5 cm)
Papel de filtro

Vasilhas para coloracao e descoloragao

Ionagar (para eletroforese em agar)

Agarose

Erlenmayer de 100 ou 200ml

Proveta de 25ml

Fogareiro

Pipeta de vidro com capacidade para 10ml

Procedimento

Colocar no Erlenmayer 200mg de ionagar, ou de agarose*, e
dissolvé-lo em 20ml do tampdo tris-glicina, levando-o ao fogo e
agitando rotatoriamente a cada 10 segundos, até completa
dissolucdo do agar. Pode ser usado microondas com tempo e
intensidade previamente determinados.

Pipetar 3,5ml do gel liquefeito em cada lamina. Esse procedimento

deve ser realizado cuidadosamente: coloca-se a pipeta
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10.

verticalmente na porcdao média da lamina e deixa-se que o gel se
escoe lentamente por toda a extensao da lamina, até completar o
volume de 3,5ml. Esperar por 10 a 15 minutos para que o gel se
solidifique.

Aplicar a amostra no gel, a 2cm da extremidade da lamina que
estara em contato com o compartimento do poélo negativo (catodo).
Para a aplicagdo, usa-se um pedaco de laminula com 1,5cm de
largura, molhado em sua porcao inferior com a amostra a ser
analisada. A aplicacao faz-se introduzindo verticalmente o aplicador
no gel - observando o cuidado de ndo atingir a lamina. Pode ser
usado também lamina de ago para a aplicagao.

Colocar as laminas com agar, ou agarose, na cuba de eletroforese e
conectar suas extremidades com os compartimentos eletroliticos por
meio de “pontes” realizadas com duplo papel de filtro.

Passar 150 volts ou 40 miliamperes, no maximo por 30 minutos. O
tempo exato devera ser estabelecido apds algumas corridas
eletroforéticas.

Apds concluido o processo eletroforético, retirar as laminas
cuidadosamente da cuba de eletroforese e mergulha-las numa
vasilha contendo fixador para o agar ou a agarose. Fixar durante 20
a 30 minutos.

Retirar as laminas do fixador e coloca-las para secagem do &gar ou
da agarose. Esse processo se faz utilizando secador de cabelo (1 a 2
horas), ou estufa a 60°C, ou a temperatura ambiente (12 horas).
Apbés a completa secagem do agar, ou da agarose, corar com
Ponceau S por 10 minutos. As peliculas de agar quase sempre se
despregam da lamina durante esse processo.

Transferir as laminas para vasilhas contendo acido acético a 5%,
realizando duas a trés lavagens por periodos de 15 minutos.

ApOds ter sido bem descoradas, as laminas com agar ou agarose sao
retiradas da vasilha com descorante e secadas ao ar por alguns

minutos.
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11. Avaliar quantitativamente as proteinas fracionadas por
densitometria.

* Agarose type I: Low EEO, Sigma

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Principios

O gel de poliacrilamida tem uma complexa formacao que inclui
a polimerizacdo da acrilamida e outros mon6meros com auxilio de
catalisadores quimicos e fisicos. A grande importancia dada a eletroforese
em gel de poliacrilamida é que as particulas submetidas ao seu
fracionamento se separam por dois processos seletivos: carga elétrica e
peso molecular. Essa dualidade de fracionamento pode ser variada
conforme o tipo de proteinas que se pretende analisar, pois a porosidade
do gel pode ser controlada para passagens de proteinas grandes, médias
e pequenas.

A eletroforese em gel de poliacrilamida pode distinguir cerca
de 30 componentes que fazem parte das proteinas séricas ou plasmaticas.
Variando o tamanho dos seus poros é possivel fracionar os varios tipos de
pré-albumina, como também os diversos componentes de cada uma das

guatro fracdes de globulinas (alfa-1, alfa-2, beta e gama).
Preparacao da placa (Slab Gel)
A placa de vidro que serd usada para acomodar o gel deve
estar limpa, sem residuo de qualguer natureza. Colocar, a seguir, os

espacadores untados com vaselina, nas duas laterais e na porgao inferior.

Cuidar para que a vedacao entre as duas placas e os espacadores seja
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total. Apds esta verificacdo colocar grampos de alta pressao, dois em cada

lateral e dois na porgao inferior da placa.

Preparacao do gel de poliacrilamida

Reagentes Concentracao

10% 20%
Acrilamida a 30% 6,7ml 13,3ml
Bisacrilamida a 1% 0,67ml 1,4ml
Tris 1M pH 8,7 5,0ml 5,0ml
TEMED* 10,0ml 10,0ml
Persulfato de potdssio a 10% 0,1ml 0,1ml
Agua destilada 7,5ml 7,5ml

*N, N, N1, NI - Tetrametiletilenodiamino

Preparacao do gel de empilhamento

Agua destilada 7,00m|
Acrilamida a 30% 3,34ml
Bisacrilamida a 1% 2,60ml
Tris 1M pH 6,8 2,50ml
TEMED 10,0ml
Persulfato de potassio a 10% 0,1ml

Tampao de Amostra

SDS* 100mg
Tris pH 6,8 0,4ml
Glicerol 0,5ml
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Azul de bromofenol 0,5% 30ul
Agua destilada 5ml

Beta-mercaptoetanol 10ul

*Duodecil sulfato de sodio

Tris

Tampao dos compartimentos eletroliticos

39

Glicina 149
Agua destilada 500ml

SDS

1g

Distribuicao das amostras

Diluir 20ul de soro em 0,1ml de tampao da amostra.

Procedimento

Logo apos a preparacdao do gel de poliacrilamida, este deve ser
introduzido cuidadosamente, por meio de uma seringa, nho espago
entre as duas placas de vidro. A introducao deve ser lenta para que
o gel cresga formando uma linha na horizontal. A adicao do gel deve
alcancar a marca onde posteriormente sera introduzido o “pente”
gue formara os pocos de aplicacdo da amostra. Para que ocorra a
polimerizacdo, adicionar certa quantidade de &gua destilada, por
meio de seringa de tuberculina, suficiente para formar uma pelicula
de 3mm sobre a linha horizontal do gel. Esta camada evitara a
entrada de oxigénio no gel. Deixar a placa assim preparada por 45

minutos em repouso, de preferéncia no escuro.
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Apds a polimerizagcdo, a agua é retirada invertendo cuidadosamente
a placa. Em seguida coloca-se o gel de empilhamento da mesma
forma como foi feito para o gel de poliacrilamida. Encaixa-se o
“pente” e deixa-se o conjunto placa -"“pente” em repouso por 20 a
30 minutos. Quando o gel de empilhamento estiver polimerizado, se
retira cuidadosamente o “pente” e lava-se 0os pocos com agua
destilada. A seguir, coloca-se em cada poco a amostra diluida e o
espaco restante do poco é preenchido com o tampao dos
compartimentos eletroliticos.

A placa é acomodada e fixada na cuba de eletroforese e os cabos
conectados com a fonte geradora de voltagem. O processo
eletroforético se desenvolve do pélo negativo para o positivo.

Passar 150 volts por 2 a 3 horas. O tempo exato devera ser
estabelecido apods algumas corridas eletroforéticas.

Apés o término da corrida eletroforética o gel é retirado
cuidadosamente das placas e mergulhado na vasilha, contendo a
solugao corante (Ponceau , negro de amido ou azul de bromofenol).
A descoloragcao é feita com acido acético a 7%. Apds a total
descoloracao o gel pode ser fotografado ou estocado na mesma
solugdo descorante por longo tempo. A analise deve ser efetuada
por pessoa experiente, pois o grande numero de fragbes pode
causar problemas na avaliagdo qualitativa das proteinas

plasmaticas.
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CAPITULO 16: LIPOPROTEINAS

Introducao

Os dois principais lipideos no sangue sdo colesterol e
triglicerideos. Eles sdo hidrofdbicos,ou seja, repelem a agua, e circulam no
plasma ligados a apoproteinas em complexos quimicos conhecidos por
lipoproteinas. O colesterol é essencial para a formacao das membranas
celulares, na producdo de hormonios esterdides e na formacdao de
acidos biliares. Os triglicerideos sdo importantes na utilizacdo de
energia.

A elevacdo de colesterol, ou hipercolesterolemia, é o fator de
maior risco para o desencadeamento de doencgas arteriais coronarianas. A
manutencao da concentragcdo de colesterol em niveis aceitaveis de
normalidade em pacientes com doencas cardiovasculares diminui a
incidéncia de mortalidade neste grupo de doencas.

Lipoproteinas, por sua vez, sdo estruturas quimicas compostas
por diferentes quantidades de colesterol, triglicerideos, proteinas e
fosfolipideos, conforme mostra a tabela 16.1. Estruturalmente as
lipoproteinas tem um nulcleo interno de triglicerideos e ésteres de
colesterol a cujo conjunto se convencionou denominar de lipideos
hidrofdbicos, e este nulcleo é por sua vez envolvido por fosfolipideos
hidrofilicos e colesterol ndo-esterificados. As apolipoproteinas sao
encontradas na superficie desses complexos lipoprotéicos e tem a fungao
de regular o metabolismo das lipoproteinas.

A classificacao das lipoproteinas plasmaticas é feita de acordo
com as suas densidades, o que reflete o conteudo lipidico. Quanto maior o
conteldo de lipideos, menor serd a densidade e maior a tendéncia de
flutuar no plasma submetido a ultracentrifugacdao a 26°C (taxa de

flutuacdao, em solugdes salinas, medida em umidades Svedberg = Sf).
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TABELA 16.1 - Composicao quimica e caracteristicas fisicas de diferentes tipos de lipoproteinas.

Tipos Composicao quimica Caracteristicas fisicas
Proteinas | Triglicerideos | Fosfolipideos | Colesterol | Diametro | Densidade | Taxa de Posicao da
% % % % A g/ml flutuagao migracgao
eletroforética
Quilomicrons <2 80-95 3a6 L=1- 750 0,92 Sf de 400 Local de
E=2-4 a a al10° aplicacdo da
12000 0,96 amostra
VLDL 5-10 45 - 65 15 - 20 L=4-38 280 0,95 Sfde 20 a Pré-beta
E=16 -22 a a 400
750 1,005
IDL 10 - 25 20 - 40 10 - 20 L=10- 15 230 1,006 Sf de Beta
E=20-50 a a 12a 20
270 1,019
LDL 15 -30 5-10 15 - 25 L=46 - 50 190 1,019 Sf de Beta
E=18 -22 a a O0a12
220 1,063
HDL 10 - 25 20 - 40 10 - 20 L=10- 15 70 1,063 Fo 1,20 de Alfa-1
E=45-55 a a 0a9o
130 1,210

Sf (taxa de flutuacdo corrigida em densidade 1,063)

Fo 1,20 (taxa de flutuacdo corrigida em densidade 1,20)
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Quilomicrons - S3o as maiores lipoproteinas e constituem
goticulas quase puras de triglicerideos, envolvidas por uma
camada muito fina de proteina. Os quilomicrons transportam
as gorduras e esterdis do intestino delgado, onde sao
absorvidas durante a digestdao, até os depdsitos de gorduras.
Eles tém didametro de 750 a 12.000 A9, taxa de flutuacdo (Sf)
de 400 a 10° e densidade de 0,92 a 0,96 g/ml. A composicao
dos quilomicrons e algumas de suas caracteristicas fisicas sao
dadas na tabela 16.1. Eles sdao ricos em triglicerideos e
contém geralmente menos de 2% de proteinas. As proteinas

dos quilomicrons sao encontradas na seguinte proporgao:

e Apolipoproteinas A (apo A-I e apo A-II) 12%;

e Apolipoproteinas B 22%;

e Apolipoproteinas C (apo C-I, apo C-II e apo C-III) 66%.

Os quilomicrons sofrem a catabolizagdo mais rapida de todas

as lipoproteinas, sendo que nos seres humanos os seus triglicerideos sdo

removidos da circulagagto em menos de uma hora, em duas fases

principais:

e Hidrdlise em regides tissulares periféricas pela acdo da lipase

lipoprotéica presente no endotélio capilar;

e Remocgao pelo figado, das particulas restantes (vestigios de

quilomicrons ricos em colesterol ésteres).

b.

Lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) - Os
triglicerideos  sintetizados endogenamente entram na
circulacdo vindos do figado (principal 6rgao de sintese de
VLDL) e intestino (fonte secundaria). As lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) se assemelham aos
quilomicrons em quantidade de triglicerideos e na densidade
inferior a 1,006 g/ml, mas diferem dos mesmos em relacao a
composicdo protéica e com tamanho menor. Assim como os

quilomicrons, a VLDL libera os seus triglicerideos para o tecido
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adiposo por uma interacdo com a lipase lipoprotéica na

superficie endotelial.

A composicao das VLDL depende do tamanho das particulas. A

proporcdo dos triglicerideos e das apo-C é maior nas particulas grandes,

enquanto nas particulas menores as proporcoes de fosfolipideos e apo-B

sao maiores.

O destino da particula residual formada no catabolismo da

VLDL, através de seu principal componente protéico, a apoproteina B, é a

lipoproteina de baixa densidade (LDL) encontrada no plasma.

C.

Lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) -
Atualmente, as lipoproteinas que eram confundidas com as
LDL, constituem uma classe distinta que em ultracentrifugacao
analitica aparecem como uma regido pequena, com pico
diferente da LDL. A taxa de flutuagao (Sf) varia de 12 a 20. Os
lipideos correspondem a 85% do peso das IDL, e o colesterol
€ o componente lipidico mais abundante. Embora apresente
pequenas quantidades de apo-C e apo-E, a principal proteina
da IDL é a apo-B.

Ainda nao se sabe se o processo de degradacao das IDL

ocorre no endotélio ou no figado, mas os estudos metabdlicos indicam que

as lipoproteinas de densidade intermedidria resultam do catabolismo de

lipoproteinas ricas em triglicerideos.

Lipoproteinas de baixa densidade (LDL) - Embora se saiba
que a LDL venha do catabolismo da VLDL, acredita-se que ela
também possa ser sintetizada pelo figado. Os lipideos que as
LDL transportam, especialmente o colesterol, podem ser

usados para a sintese da membrana plasmatica. As
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lipoproteinas de baixa densidade sao removidas

irreversivelmente pelos tecidos periféricos.

As LDL sao menores que os quilomicrons e VLDL, mas a sua
densidade é maior que a de ambas. As particulas de LDL sao mais ricas

em proteinas e mais pobres em triglicerideos que os quilomicrons e VLDL.

e. Lipoproteinas de alta densidade (HDL) - Sdo as
lipoproteinas que apresentam a maior proporgao de proteinas,
em peso (cerca de 50%) e a menor proporgao de triglicerideos
(cerca de 3%). O seu diametro é o menor encontrado nas

lipoproteinas, mas a sua densidade é a maior.

A composicao lipidica das lipoproteinas de alta densidade
(HDL) é formada por fosfolipideos (26 a 32%), colesterol livre (15 a 20%)
e triglicerideos (2 a 7%). As apolipoproteinas A (apo A-I e apo A-II)
correspondem a cerca de 90% do total, em peso, das proteinas
componentes de HDL. As proteinas C constituem cerca de 5% e as
apolipoproteinas D e outras compreendem os 5% restantes. A HDL
liberada pelo figado contém apolipoproteinas A e C recém sintetizadas,
enquanto o intestino parece produzir apolipoproteina A.

Possivelmente as HDL devem desempenhar um papel
intermediario em conjunto com a enzima plasmatica lecitina-colesterol
aciltransferase (LCAT) na distribuicao do colesterol para os tecidos.

Laboratorialmente, entretanto, ¢é possivel visualizar as
lipoproteinas por meio de eletroforese de lipidios, também conhecida por
lipidograma. Por essa metodologia a avaliacdao se faz pelo fracionamento
das lipoproteinas séricas ou plasmaticas em trés fracdes: alfa-lipo
proteina, pré-beta lipoproteina e beta lipoproteina, conforme mostra a
figura 16.1.
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Beta Pré-Beta Alfa +

Figura 16.1 - Eletroforese de lipoproteinas em acetato de celulose.

Apolipoproteinas

Os componentes protéicos das lipoproteinas, as
apolipoproteinas, sdo um grupo complexo de polipeptideos que
determinam o destino metabdlico dos lipideos do plasma e sua captagao
pelos tecidos. Atuam também como ativadores ou inibidores das enzimas
envolvidas no metabolismo das lipoproteinas. Basicamente as
apolipoproteinas foram diferenciadas em suas estruturas quimicas e
resultaram em quatro grandes grupos: A, B, C e D, e os grupos A e C

apresentam subgrupos, conforme a apresentagdo que se segue abaixo.

a. Apolipoproteina A-I
Em todas as espécies estudadas até o momento, a apo A-I
aparece como principal componente protéico das lipoproteinas de alta
densidade (HDL). E uma cadeia polipeptidica Unica, com 245 residuos de
aminoacidos, que ndo apresenta cistina, cisteina e leucina. Em presenca

de apo A-II aumenta a sua capacidade de interagir e de ligar fosfolipideos.
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b. Apolipoproteina A-II

Ao lado da apo A-I, representa um dos principais componentes
protéicos das HDL, com cerca de 30% das apolipoproteinas das HDL. E
formada por duas cadeias polipeptidicas idénticas, com 77 residuos de
aminoacidos cada uma. De todas as espécies estudadas até o momento o
homem e o chimpanzé apresentam a apo A-II, de constituicdo dimérica,
em que as duas cadeias sao ligadas na posicao 6 por uma ponte
bissulfidrica, enquanto que nos bovinos, caes, ratos, coelhos, babuinos a

apo A-II € monomérica.

C. Apolipoproteina B
E o principal componente protéico dos quilomicrons e das
lipoproteinas de densidade baixa (LDL), sendo que nestas Uultimas
representa mais de 90% de suas proteinas. O numero de subunidades
desta proteina ainda ndo esta totalmente caracterizado. Acredita-se que a
apo-B desempenha importantes fungdes no transporte dos triglicerideos

do intestino e figado para o plasma.

d. Apolipoproteina C-I
E a menor das apolipoproteinas ja caracterizadas,
correspondendo a cerca de 10% das apolipoproteinas das VLDL e 2% das
HDL. A sua sequéncia de aminoacidos com uma Unica cadeia de 57

aminoacidos também é conhecida.

e. Apolipoproteina C-II
Representa uma pequena fragao das apo HDL e 5 a 10% das
apo VLDL. As analises das sequéncias de aminoacidos revelaram de 80 a
95 residuos. Ela ativa a lipase lipoprotéica do tecido adiposo, mas nao a

hidrolase trigliceridica hepatica.
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f. Apolipoproteina C-III
E a mais frequente das apo-C, representando de 25 a 30% das
apo VLDL e 2% das apo HDL. Apresenta uma Unica cadeia polipeptidica,

com 79 residuos de aminoacidos.

g. Apolipoproteina D
A apolipoproteina D corresponde cerca de 5% das apo HDL e
pode ser encontrada em pequenas quantidades em outras lipoproteinas. A
sua composicao de aminoacidos ainda ndo estd bem estabelecida.

Algumas pesquisas mostram a ativacao de LCAT pela apo-D.

h. Apolipoproteina E
Constitui de 6 a 12% das apo VLDL de individuos normais,
podendo mostrar concentragbes aumentadas em individuos com

hipotireoidismo e hiperlipoproteinemia tipo 3. E muita rica em arginina.

Deficiéncia genética de lipoproteinas

a. Abetalipoproteinemia

Embora o defeito na abetalipoproteinemia ndao seja conhecido,
o0 mais provavel é uma falha na sintese de apolipoproteina B.

A abetalipoproteinemia pode provocar manifestagdes clinicas
que incluem alteracbes gastrointestinais, de mucosa, deficiéncia na
absorcao intestinal de lipideos, manifestacbes neuromusculares,
anomalias esqueléticas e degeneracbes pigmentares retinianas. As
manifestacdes hematologicas podem incluir a presenca de acantécitos que
representam de 50 a 70% das hemacias. A vida média das hemacias esta
geralmente diminuida. O aumento da renovacao das hemacias nos
pacientes com abetalipoproteinemia se reflete em um baixo nivel de

haptoglobinas ou sua auséncia, reticulocitose e hiperbilirrubinemia. Em

353



criancas pequenas a abetalipoproteinemia pode causar anemia grave, com
niveis de hemoglobina que podem chegar de 4 a 8 g/dL.

Nesta deficiéncia, ocorrem ainda duas alteracdes importantes:

1) As concentragoes dos principais lipideos estao reduzidas a
menos da metade do normal. Os triglicerideos se encontram, geralmente,
abaixo dos niveis normais, o que acarreta a auséncia de quilomicrons e
VLDL.

2) Pelo fato de 70% do colesterol do plasma ser transportado
pelas LDL, a auséncia desta resulta em uma acentuada hipocolesterolemia
e todo o colesterol plasmatico esta virtualmente ligado a HDL. Entretanto,
as concentracdes de HDL sao muito varidveis, e alguns pacientes podem
mostrar concentragdes normais de colesterol.

A constatacdao ou ndo de lipoproteinas de baixa densidade
(d>1,006g/ml), pela ultracentrifugacao, no plasma de individuos com
abetalipoproteinemia depende do método utilizado. A ultracentrifugacao
analitica nao revela lipoproteinas de baixa densidade e a eletroforese nao
demonstra lipoproteinas com mobilidade beta, mesmo apds a adicao de
colesterol livre e fosfatidilcolina no plasma. O processo de
ultracentrifugacao preparativa de grandes quantidades de plasma tem
permitido a recuperacao de algumas lipoproteinas de baixa densidade, de
individuos com abetalipoproteinemia. Nao se sabe se estas particulas ricas
em proteinas (cerca de 3%) e pobres em colesterol éster (cerca de 2%),
correspondem a uma pequena fracao de LDL. Sua mobilidade
eletroforética é alfa.

O plasma de individuos portadores de abetalipoproteinemia
nao apresenta lipoproteinas de baixa densidade nem a sua
apolipoproteina B livre. Estudos imunoquimicos, eletroforéticos e de
andlise de aminoacidos mostram que as apolipoproteinas A (apo A-I e
A-II) sdo idénticas as suas correlatas. As apolipoproteinas C (apo C-I, C-II
e C-III), isoladas dos pacientes com abetalipoproteinemia por
cromatografia de troca i0Gnica, produziram reacdes imunoldgicas idénticas

as do apo C do plasma normal. Individuos abetalipoproteinémicos
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apresentam HDL enriquecida com apo C-II, o que é importante, pois a
guantidade de apo C-II na HDL é normalmente bem menor do que a sua
concentracdo relativa na fracdao de apolipoproteina C da VLDL.

A abetalipoproteinemia tem sido relatada em varios paises, em
caucasodides, negrdides e mongoldides, com inquestiondvel natureza
genética. Os dados disponiveis sdo consistentes com um padrao de
heranca autossOmica recessiva.

Os achados em abetalipoproteinémicos incluem degeneracao da
retina, alteracdes neuromusculares, ma absorcao, acantocitose, presenca
simultdnea de concentracdes muito baixas de colesterol (< 320 mg /
100ml). O diagnédstico depende de teste imunoldgico, usando o soro anti-
LDL (antibetalipoproteina) para conformar a presenca de apolipoproteina

B no plasma.

b. Hipobetalipoproteinemia Hereditaria
A hipobetalipoproteinemia familiar € uma alteracao distinta da
abetalipoproteinemia classica. Trés critérios diagnosticados tém sido
levados em conta:

1. A lipoproteina de baixa densidade (LDL) esta
anormalmente baixa, porém presente e identificavel por
testes imunoldgicos, enquanto que as concentragdes de
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e
lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdao normais.

2. Auséncia de doengas secundarias.

3. Deteccao de um padrao semelhante em um parente de

primeiro grau.

Sabe-se que estes critérios sao validos apenas para individuos
hipobetalipoproteinémicos heterozigotos, pois varios casamentos entre
tais individuos produziram prole supostamente homozigota para essa
alteracdo, com manifestacdes clinicas que podem estar bastante

atenuadas em relacao a forma classica de abetalipoproteinemia.
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Os heterozigotos podem apresentar intolerancia a comida
gordurosa, mas nao apresentam degeneragao neuromuscular e retinite
pigmentosa atipica, e os acantdcitos no sangue periférico sao raros. As
concentracdes de lipidios podem ser algumas vezes normais, mas
geralmente mostram hipolipidemia leve a moderada. Os niveis de
colesterol variam de 42 a 180 mg/dL, triglicerideos de 15 a 125 mg/dL e
fosfolipideos plasmaticos de 74 a 190 mg/dL. As concentracdes de HDL
podem ser normais, altas ou baixas e as concentracdes de VLDL
correspondem a 25% do normal, quando utilizado o método de
ultracentrifugacao analitica, e de 10 a 60% pela ultracentrifugacao
preparativa ou de precipitacdo polianionica.

Os individuos heterozigotos de hipobetalipoproteinemia
diferem daqueles heterozigotos para abetalipoproteinemia por serem
incapazes de manter concentragdes normais de LDL, enquanto que os
homozigotos para ambas as alteracdes sao incapazes de elaborar VLDL e
quilomicrons e ndo apresentam tragos de LDL ou de apo B no plasma.

Algumas familias hipobetalipoproteinémicas tém sido relatadas
e os dados sao mais consistentes com um padrdo de heranca autossdmica
dominante.

As concentracoes de colesterol plasmatico abaixo de
100 mg/dL e de triglicerideos abaixo de 50 mg/dL sdo suspeitas de
hipobetalipoproteinemia. As concentracdes de LDL sao geralmente
maiores que 50% da concentracdo média dos controles de mesmo sexo e
idade.

C. Deficiéncia Hereditaria de HDL (Doenca de Tangier)
Apresenta como caracteristica a deficiéncia acentuada ou
auséncia de lipoproteinas de alta densidade (HDL) no plasma, e acumulo
em Orgaos como o figado, bacgo, timo, linfonodos, mucosa intestinal, etc.,
de colesterol éster. A combinacdao de baixa concentracdo plasmatica de
colesterol, com niveis normais ou elevados de triglicerideos, tecido

adendide e amidalas amarelo-alaranjadas hiperplasicas é caracteristica da

356



doenca de Tangier. Além de ocorrer em baixas concentracdes, a HDL
Tangier difere da HDL normal em relagdo a composicdo apolipoprotéica. A
alteracdo parece ser condicionada por gene autossémico recessivo. A
eletroforese de lipoproteinas mostra auséncia da fracdo de mobilidade
alfa. A doenca pode ser devida a um defeito na regulacdo da sintese ou do

catabolismo da HDL.

Hiperlipoproteinemias hereditarias

As hiperlipoproteinemias hereditarias foram descobertas,
inicialmente, por uma de suas manifestacdes secundarias, a xantomatose
(depésito de lipideos na pele e tenddes) e constituem um grupo de seis
alteragbes que produzem aumento de colesterol do plasma ou da
concentracdao de triglicerideos. Acredita-se que cada uma dessas
alteracdes tenha um mecanismo de heranca monogénica. Contudo, a
constatacdo de elevacao do nivel plasmatico de lipideos (hiperlipidemia)
por si s6 ndo é suficiente para o diagndstico de uma hiperlipoproteinemia
(aumento da concentracao de lipoproteinas) familiar.

As  deficiéncias genéticas  de lipase lipoproteéica,
hipercolesterolemia e hiperlipoproteinemia tipo 3 sao, geralmente,
caracterizadas nas anomalias clinicas e bioquimicas, dispensando a
quantificacdao dos niveis de lipideos e lipoproteinas do plasma. Por outro
lado, a hipertrigliceridemia, hiperlipidemia combinada e
hiperlipoproteinemia tipo 5 nao apresentam manifestacdes clinicas e
caracteristicas bioquimicas exclusivas. Para distincdo de hiperlipidemia de
etiologia multifatorial e para o diagndstico de uma alteracdo monogénica,
precisa ser demonstrado:

a) gue a hiperlipidemia em questdo é de origem

hereditaria;

b) gue a segregacao entre os parentes afetados seja

consistente com um padrao mendeliano.
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A combinacao dos niveis do colesterol total do plasma,
concentracdao de triglicerideos e o aspecto do plasma apds a incubacao a
40C, por 18 horas ou mais, para detectar uma camada de aspecto
cremoso, indicativa da presenca de quilomicrons, pode ser sugestiva de
um dos seis principais padroes lipoprotéicos anormais.

Embora os padroes de lipoproteinas possam ser reduzidos
pelos elementos indicativos da tabela 16.2, é util a determinacdo do nivel
de colesterol - LDL, apds isolamento da LDL do plasma total por
ultracentrifugacao, quando o nivel da VLDL do plasma se mostra elevado.
A eletroforese do plasma total nao tem se mostrado de utilidade geral na
determinacdao dos diferentes padroes de lipoproteinas, mas a
ultracentrifugacao do plasma total associada a eletroforese da fragcao de
VLDL isolada, permite a identificagao da VLDL (migracao na regiao de beta

lipoproteina), caracteristica de individuos com padrao lipoprotéico tipo 3.
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Tabela 16.2 - Tipos de alteracbes lipoprotéicas relacionadas com o aspecto do plasma e concentracdes de

colesterol e triglicerideos.

Tipo Alteracoes lipoprotéicas Aspecto do plasma apos 18 h Alteracoes nas
ou mais a 4°C concentracoes de lipideos
1 Quilomicrons presentes Camada superior cremosa e
acentuadamente marcados inferior clara CeTG (D
VLDL, LDL e HDL (N ou )
2a LDL (1) Claro
VLDL (N) C (M) eTG (N)
2b LDL (1) Claro ou ligeiramente turvo
VLDL (T) CeTG (D)
3 VLDL (beta flutuante) presente Geralmente turva, com leve
camada cremosa CeTG (D
4 VLDL (1) Geralmente turva, sem camada
Quilomicrons ausentes cremosa C(N)eTG (D
LDL (N)
5 Quilomicrons presentes Camada superior cremosa e
VLDL (T) camada inferior turva CeTG (1)

(N) Normal, (1) aumentada, () diminuida.

C = colesterol, TG = triglicerideos.
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A figura 16.2 e a tabela 16.3 resumem as principais
caracteristicas dos cinco tipos de lipoproteinemias, cujos detalhes

bioquimicos, eletroforéticos e genéticos sdao descritos a seguir:
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+

Alfa Pré- Beta
beta

Disposicao Normal das Lipoproteinas em
Eletroforese

16.2b

-+
Alfa Pré- Beta Quilomicrons

beta
Lipoproteinemia do tipo 1
Deficiéncia hereditaria de lipase lipoprotéica
com presenga acentuada da fragao de
quilomicrons
16.2c
-+ —_
Alfa Pré- Beta
beta

Lipoproteinemia do tipo 2b

Hipercolesterolemia hereditaria com acentuadas

elevagGes de beta lipoproteina e pré-beta

lipoproteina
.6.2d
-+ -_
Alfa Pré- Beta
beta

Lipoproteinemia do tipo 4

Hipertrigliceridemia hereditaria, com
acentuada elevagdo de pré-beta lipoproteina

16.2e

Alfa  Pré- Beta
beta
Lipoproteinemia do tipo 2a

Hipercolesterolemia hereditéria com acentuada
elevagao de beta-lipoproteina e diminuicdo de
pré-beta lipoproteina

16.2f

Alfa Pré- Beta
beta
Lipoproteinemia do tipo 3

Hiperlipoproteinemia hereditaria com fusdo pré-
beta / beta lipoproteinas

16.2g

+ —
Alfa Pré- Beta Quilomicrons
beta

Lipoproteinemia do tipo 5

Hiperlipoproteinemia hereditaria com
acentuada elevagdo da pré-beta lipoproteina
e presencga de Quilomicrons.

Figura 16.2 - Fracionamento eletroforético de lipoproteinas alfa, pré-

beta e beta nas lipoproteinemias dos tipos 1, 2a, 2b, 3, 4 e 5 em

comparacdo com a disposicao normal das lipoproteinas.
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Tabela 16.3 - Caracteristicas dos diferentes tipos de hiperlipoproteinemias.

Hiperlipoproteinemia Tipo 1

Origem

Definicao

Idade

Aspecto do plasma
Colesterol sérico
Triglicérides sérico
Eletroforese
Quilomicron

Beta

Pré-beta

Alfa

Outros dados

- Hiperlipidemia exdgena devido a deficiéncia de lipase lipoprotéica
- Gordura hereditaria induzida por hiperlicidemia
- Geralmente abaixo de 10 anos

- Cremoso

- Normal ou discretamente aumentado

- Aumentado, acima de 2.000mg/dL

- Figura 16.2 b

- Aumento acentuado

- Normal ou diminuido

- Normal ou diminuido

- Diminuido

- Sangue com aspecto de “creme de tomate”

- Lipemia retinal

- Hepatoesplenomegalia

- Xantomas

- Dor abdominal

Relacdo triglicérides/colesterol: 8

Prevaléncia

- Rarissima

Hiperlipoproteinemia Tipo 2a

Origem

Definigao

Idade

Aspecto do plasma
Colesterol sérico
Triglicérides sérico
Eletroforese
Quilomicron

Beta

Pré-beta

Alta

Doengas principais

- Indefinida

- Hiperbetalipoproteinemia (hipercolesterolemia)
- Ainda ndo estd bem estabelecida

- Claro

- Aumentado, entre 300 e 600mg/dL
- Normal

- Figura 16.2e

- Ausente

- Aumentado

- Normal

- Normal

- Mixedema

- Nefrose

- Doenca hepatica obstrutiva

- Stress

- Porfiria

- Anorexia nervosa

- Hipercalcemia idiopatica

Relagdo triglicérides/colesterol: 1

Prevaléncia

- Relativamente comum
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Tabela 16.3 - Continuacao.

Hiperlipoproteinemia Tipo 2b

Origem

Definicao

Idade

Aspecto do plasma
Colesterol sérico
Triglicérides sérico
Eletroforese
Quilomicron

Beta

Pré-beta

Alfa

Doencgas principais

- Tolerancia aumentada a lipidemia

- Hiperlipidemia combinada, ou mista
- Ainda ndo esta bem estabelecida

- Claro para turvo

- Aumentado, entre 300 a 600mg/dL
- Aumentado, maior ou igual a 400mg/dL
- Figura 16.2c

- Ausente

- Aumentado

- Aumentado

- Normal

- As mesmas do tipo II-A

Relacdo triglicérides/colesterol: variavel

Prevaléncia - Relativamente comum
Hiperlipoproteinemia Tipo 3

Origem - Indefinida

Definicdo - Hipergliceridemia carboidrado-induzida,
com hipercolesterolemia

Idade - Acima de 25 anos

Aspecto do plasma
Colesterol sérico
Triglicérides sérico
Eletroforese
Quilomicron

Beta

Pré-beta

Alta

Doencas principais

- Claro, turvo ou leitoso

- Aumentado, entre 300 a 1000mg/dL
- Aumentado, entre 200 e 1000mg/dL
- Figura 16.2f

- Ausente

- Aumentado (ligado a pré-beta)

- Aumentado

- Normal

- Mixedema

- Disgamaglobulinemia

- Doenca hepatica

Relacdo triglicérides/colesterol: 2

Outros dados

Prevaléncia

- Hiperglicemia

- Tolerancia a glicose: anormal
- Aumento do acido Urico

- Raro
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Tabela 16.3 - Continuacao.

Hiperlipoproteinemia Tipo 4

Origem
Definicao

Idade

Aspecto do plasma
Colesterol sérico
Triglicérides sérico
Eletroforese
Quilomicron

Beta

Pré-beta

Alta

Doencas principais

- Hiperlipidemia enddgena

- Hiperglicidemia, carboidrato-induzida
sem hipercolesterolemia

- Adultos e, ocasionalmente, em criangas

- Claro turvo e leitoso

- Normal ou discretamente aumentado

- Aumentado, entre 500 e 1500mg/dL

- Figura 16.2d

- Ausente

- Normal

- Aumentado

- Normal

- Sindrome nefrética

- Hipotireoidismo

- Alteragdo no armazenamento de glicogénio

Relacdo triglicérides/colesterol: 1 a 5

Outros dados

Prevaléncia

- Ocorréncia de hiperlipoproteinemia na gravidez
- Acido urico aumentado

- Tolerancia a glicose: anormal

- Muito comum

Hiperlipoproteinemia Tipo 5

Origem

Definicdo

Idade

Aspecto do plasma
Colesterol sérico
Triglicérides sérico
Eletroforese
Quilomicron

Beta

Pré-beta

Alta

Doengas principais

- Hiperlipidemia mista, de causas enddgenas e exdgena
(combinagao dos tipos I e IV)

- Hipergliceridemia carboidrato-induzida

- Adultos jovens

- Muito turvo e cremoso

- Aumentado, entre 250 e 500mg/dL

- Aumentado, 500 a 1500mg/dL

- Figura 16.2g

- Aumento acentuado

- Normal ou discretamente aumentado

- Aumentado

- Normal

- Mieloma

- Macroglobulinemia

- Nefrose

Relagdo triglicérides/colesterol: 5

Outros dados

Prevaléncia

- Toleréncia a glicose: anormal
- Acido Urico geralmente aumentado
- Rara
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a. Deficiéncia Hereditaria de Lipase Lipoprotéica - Tipo 1

A lipase lipoprotéica (LLP) dos portadores desta sindrome rara
tem a sua atividade catalitica diminuida, acarretando deficiéncia na
remocao extra-hepatica de lipoproteinas ricas em triglicerideos do sangue.
Os individuos portadores desta alteracdo mostram padrao lipoprotéico tipo
1, com quilomicronemia macica acompanhada de niveis diminuidos de
outras lipoproteinas. A ocorréncia de hiperlipoproteinemia tipo 1 & muito
rara, provavelmente com frequéncia menor que um por um milhdo.

Ao ingerir uma dieta sem restricoes, o paciente com a
deficiéncia  hereditaria de lipase lipoprotéica  (LLP) mostra
hiperlipoproteinemia tipo 1, que ndo é marcador especifico de uma Unica
doenca genética.

A melhor forma de deteccdao da hiperlipoproteinemia é o
aspecto do plasma apds 18 horas ou mais a 4°C. Os quilomicrons
correspondem a uma pelicula branca superior e a camada logo abaixo
mostra-se clara devido ao aumento ndo consideravel da VLDL. As
concentracoes de LDL e HDL estao geralmente abaixo do normal. Os
triglicerideos estdao bastante aumentados (2.500 a 12.000 mg/dL) e o
colesterol nao excede aos limites superiores da normalidade.

A deficiéncia hereditaria da lipase lipoprotéica ocorre
geralmente em ambos 0s sexos e em mais de um membro da familia, em
caucasbides, negréides e mongoldides, e os dados acumulados sugerem

um padrdo de heranga autossdmica recessiva.

b. Hipercolesterolemia Hereditaria — Tipo 2a e Tipo 2b.
Apresentam elevacao na concentragcao de colesterol
plasmatico, localizado na fracdo LDL (densidade 1,006 a 1,063 g/ml) e
deposicdo de colesterol plasmatico em alguns tecidos, como nos tenddes
(xantomas) e nas placas arteriais (ateromas). Os xantomas palpebrais
(xantelasmas) podem ser comuns nos heterozigotos, mas sao raros nos
individuos homozigotos. Os xantomas aparecem nos heterozigotos em

funcao da idade, demorando para se manifestar nos mesmos. No caso da
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hipercolesterolemia hereditaria, uma Unica mutacao génica produz tanto o
aumento na concentracdao de colesterol como aterosclerose. No
homozigoto a evidéncia clinica de doenca cardiaca ocorre invariavelmente
antes dos 30 anos e nos heterozigotos & muito variavel.

Os resultados de estudos recentes mostram que a
hipercolesterolemia familiar apresenta um padrdo genético mendeliano
autossOmico dominante. Os individuos homozigotos sdo severamente
afetados enquanto que os heterozigotos nao.

Evidéncias recentes sugerem a ligacdo do gene da
hipercolesterolemia hereditaria com o gene do complemento C3 e que o
mesmo parece nao estar ligado aos “locus” dos seguintes 13 marcadores
genéticos: ABO,MN, Rh, Lutheran, Kidd, alfa-1 antitripsina, GM, Inv,
haptoglobina, fosfoglicomutase, fosfatase acida, transaminase do piruvato
glutamico e o antigeno betalipoproteina.

A determinacdo direta da prevaléncia de hipercolesterolemia,
na populagdo em geral ainda ndo é conhecida, mas as estimativas
sugerem que, no minimo, 1 em cada 500 individuos caucasdides sao

heterozigotos para essa alteracao genética.

C. Hiperlipoproteinemia Hereditaria - Tipo 3

Caracteriza-se por apresentar lipoproteinas de composicdo
normal, cujas principais sao as beta-VLDL que diferem da VLDL normal na
porcdo apolipoprotéica, além de mostrar maior proporcao de colesterol,
quando comparada ao triglicerideo. A hiperlipoproteinemia hereditaria do
tipo 3, na forma primaria tem interesse clinico porque mostra depdsitos
lipidicos incomuns (amarelados) nas cristas palmares e a alta tendéncia
para as doencas vasculares. E uma forma relativamente rara de
hiperlipidemia.

A distincdo desta alteragdo das outras formas de
hiperlipidemia ¢é feita classificando-se os pacientes pelos padroes
lipoprotéicos. Os portadores de hiperlipoproteinemia familiar tipo 3

apresentam lipoproteinas na fracao sobrenadante (densidade 1,006), com
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mobilidade eletroforética beta. Em eletroforese, a beta-VLDL se separa da
VLDL normal e mostra uma fracdao “beta-larga”. Nem todos os individuos
gue apresentam a fracao “beta-larga” na eletroforese do plasma tém beta
flutuante, o principal marcador de hiperlipoproteinemia familiar tipo 3.
Esta alteracdao ainda aguarda testes definitivos para sua
caracterizacao e de outros estudos para elucidacao do seu padrao de

heranca.

d. Hipertrigliceridemia Hereditaria - Tipo 4

E uma alteracao pouco compreendida em que os heterozigotos
apresentam elevacao do nivel de triglicerideo plasmatico, de origem
endogena, ligado a VLDL. Embora seja considerada como autossOmica
dominante, estudos adicionais devem caracterizar o padrao de heranga,
assim como fornecer subsidios para a identificagdo da hipertrigliceridemia
hereditaria por métodos bioquimicos e caracteristicas clinicas.

Algumas evidéncias indicam que a hipertrigliceridemia
predispde a doenca coronadria prematura, obesidade moderada, resisténcia
a insulina, intolerancia a glicose, etc.

A ingestdo excessiva de alcool, ingestdo de anticoncepcionais,
dieta rica em carboidratos, desenvolvimento de hipotireoidismo ou
diabetes mellitus, podem induzir os pacientes hipertrigliceridémicos a
exibir o padrao de lipoproteinas tipo 5, com nivel de triglicerideos
plasmaticos acima de 1.000mg/dL e particulas com a caracteristica de
flutuacao dos quilomicrons.

As observagdes tém mostrado que a expressao do gene é
geralmente retardada nas criancas afetadas, até a idade de

aproximadamente 20 anos.

e. Hiperlipoproteinemia Hereditaria - Tipo 5
Alguns individuos, com o padrao de lipoproteina tipo 4, podem
ser induzidos por fatores ambientais como alcoolismo, stress, ingestao

muito alta de carboidratos, diabetes mellitus pouco controlada,
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administracao de estrégeno, etc., a expressar o padrdao de lipoproteina
tipo 5. Para se considerar um paciente com hiperlipoproteinemia tipo 5,
ele deve expressar o padrdo tipico, mesmo na auséncia de qualquer fator
ambiental.

O padrao de heranca desta alteracdo ainda nao estd

completamente estabelecido.

f. Hiperlipidemia Hereditaria Combinada

N3o apresenta caracteristicas clinicas bem estabelecidas,
sendo a mais recente das hiperlipidemias familiares. Embora os dados
disponiveis ainda sejam insuficientes, provavelmente os pacientes com
hiperlipidemia hereditaria combinada apresentem frequéncia aumentada
de obesidade, intolerancia a glicose, doenca coronaria, hiperinsulinemia,
etc.

A analise genética dos dados mostram consisténcia com um
padrao de heranga autossOmica dominante, embora os mesmos ainda
sejam insuficientes para confirmagao, porque o uUnico método disponivel
para fazer o diagndstico é encontrar varios membros afetados na mesma
familia.

A figura 16.3 mostra o resultado final de uma eletroforese de
lipoproteina em acetato de celulose com trés (1, 2 e 4) amostras de
plasma alterados em comparagdao com dois padroes normais de

fracionamento para lipoproteinas (3 e 5).
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AVALIAGAO QUALITATIVA DE
LIPIDOGRAMA

. +
1- Discreta elevacdo da pré- -. .
; ‘ ALFA
beta (Lp-Tipo 2b) ' .
*

2- Mutante de pré-beta

3- Normal 8 T
4- Discreta diminuicao de alfa . . BETA

5- Normal

% & 3 4 5

Figura 16.3: Eletroforese de lipoproteina em acetato de celulose.
(1) discreta elevagao de pré-beta lipoproteina;
(2) mutante de pré-beta lipoproteina; (3) fracdes
normais de lipoproteinas, (4) diminuicdo de alfa

lipoproteina e (5) Fragdes normais de lipoproteinas.

Conclusao deste capitulo: Atualmente os médicos quase nao solicitam o
lipidograma que inclui a eletroforese de lipoproteinas. Hd uma razdo para
esta atitude; quando foram publicados os primeiros resultados do
fracionamento eletroforético das lipoproteinas, inclusive com a
classificagao de Friedrichsen (as Hiperlipoproteinemias dos tipos 1, 2, 3, 4
e 5), muitos laboratérios clinicos que adotaram a técnica eletroforética
nao conseguiram executa-las com sensibilidade e reprodutibilidade.
Assim, os médicos comecaram a desistir em pedir o lipidograma. Foi essa
uma das causas que originou o estudo do fracionamento fisico das
lipoproteinas diferenciando-as por sua densidade e, assim, surgiram a
HDL, VLDL e LDL colesterol, que foram adaptadas para serem dosadas

bioquimicamente.
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CAPITULO 17: TECNICAS LABORATORIAIS PARA A ELETROFORESE
DE LIPOPROTEINAS

Introducao

Todas as fracOes lipidicas do plasma ou soro (fosfolipedes,
colesterol e triglicerideos) sdo transportadas pelo sangue combinadas com
proteinas séricas conhecidas por lipoproteinas. Através da eletroforese é
possivel separar quatro bandas principais de lipoproteinas: quilomicrons,
beta, pré-beta e alfa. Os quilomicrons sao grandes particulas de gordura
(glicerideos agrupados) que possuem um diametro de 100 a 1000my.
Numa pessoa normal, em jejum, o transporte de colesterol estd
principalmente a cargo das lipoproteinas beta; o transporte dos glicerideos
ocorre por meio das lipoproteinas pré-beta. Os acidos graxos livres
circulam unidos com albumina, porém esta nao € considerada uma
lipoproteina. No sangue do corddo umbilical as concentracdes de
lipoproteinas sao baixas. Como os lipoproteinogramas oferecem
informagbes complementares para as analises quimicas dos lipideos
séricos, em geral se faz ambos os métodos ao mesmo tempo. Uma vez
gque todas as anormalidades dos |lipideos séricos produzem
lipoproteinogramas séricos anormais, e tendo estabelecido correlagdes
entre lipoproteinograma mais ou menos especificos com a cardiopatia
corondria no ser humano, a técnica de eletroforese resultou em uma
analise auxiliar para reconhecer casos potenciais ou reais de grave
vasculopatia ateriosclerética (hereditaria e adquirida).

A figura 16.2 apresentada no capitulo 16 mostra os diferentes
tracados densitométricos nas lipoproteinemias dos tipos 1, 2a, 2b, 3, 4 e
5.
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Obtencao da amostra

O sangue é coletado sem anticoagulante, por via endovenosa,

exigindo jejum de 12-24 horas. Separa-se 1ml de soro sem hemdlise,

refrigerando-o entre 1 e 6°C. Deve-se evitar o congelamento do soro pois

pode ocorrer a degradacao das lipoproteinas séricas, em especial se sua

concentragao estiver aumentada.

Algumas observacgdes se fazem necessarias:

para se estabelecer um nivel basal que sirva de referéncia
para o tratamento, o paciente deve manter sua dieta usual
(inclusive o consumo de alcool).

a coleta de sangue em pacientes que receberam
administracao de meio radiopaco intravenoso (lipiodol) deve
se processar pelo menos uma semana apods, pois produzem
grandes alteracdes nos lipidogramas.

em mulheres estéreis, gravidas e aquelas que consomem
anticonceptivos, os valores de lipidogramas apresentam-se

alterados.

Eletroforese em gel de agar

Reagentes

1. Solucao tampao veronal-Tris 0,05 M pH 8,8

5,5 acido dietilbarbiturico, sal sodico 10,30 g

5,5 acido dietilbarbiturico 1,84 g

Tris (hidroximetil) aminometano 7,20 g

Agua destilada q.s.p. 1000ml
2. Solucao corante:

Corante Sudan Black 1,0g

Metanol 300ml
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Isopropanol 300ml

Agua destilada qg.s.p. 1000ml

O Sudan Black é muito dificil para ser dissolvido e, por essa
razao, sugerimos o uso de liquidificador para fazer a mistura deste
corante. Filtrar através de 5 a 6 folhas de papel toalha poroso. No
momento de uso, retirar 50ml da solucao corante e adicionar 0,1ml de
NaOH a 25%. Apds 1 ou 2 dias, o corante diminui suas propriedades de

fixacao, devendo ser dispensado.

Preparacao do Gel

Em um erlenmayer de 100ml, dissolver 400mg de Ionagar em
40ml do tampao tris-veronal pH 8,8. Esquentar a solucao agitando-a
rotatoriamente a cada 30 segundos, até a completa dissolucao do
Ionagar. Esta solugdao pode ser distribuida em Idminas de microscopia (+
3,5ml por lamina) ou em placas de vidro.

As macroeletroforeses em placas de vidro 20 x 20 cm

necessitam de volume maior de solugao (+ 500ml).

Aplicacao da amostra (soro)

Apds o gel ter se solidificado, faz-se orificios para depositar os
soros a serem analisados, utilizando a succao de uma simples pipeta
Pasteur. Outra forma de aplicar amostras se faz com a incisao do gel por
meio de laminula ou lamina de barbear com 0,5 cm de extensdao molhada
com o material a ser analisado.

A aplicacao da amostra deve estar distante a 2 cm da
extremidade da placa que estarda em contato com o podlo negativo da cuba

eletroforética.
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Eletroforese

Os compartimentos eletroforéticos devem ser preenchidos
com tampao tris-veronal 0,05M pH 8,8, até que os eletrodos fiquem
integralmente encobertos. No caso da impossibilidade de usar o tampao
tris-veronal a opcdao é o tampao tris-glicina pH 8,5 a 9,0, apresentado
neste capitulo.

O contato entre o gel de agar e a solucdo tampao dos
compartimentos eletroliticos deve ser realizado com papel de filtro
consistente.

Passar 150 a 200 volts durante 70 a 90 minutos.

Quando as concentracdes de lipideos estdao muito elevadas,
deve-se diluir os soros, nas proporcoes de 1:1 ou 1:2, com solugao

fisiologica.

Coloracao

Apdbs o procedimento eletroforético o gel é fixado com acido
acético a 5% durante 4 a 6 horas, tempo suficiente para que se processe
também a eliminacao dos sais do tampao aderidos ao gel.

A coloragdago com Sudan Black se faz por 3 horas e a
descoloragdao com varias lavagens de isopropanol a 50%. Se ocorrer
precipitacdo do corante no gel de agar, recomenda-se o uso de papel de

filtro sobre a superficie do gel antes de se adicionar o corante.

Eletroforese em acetato de celulose

A eletroforese em acetato de celulose é a mais viavel e
econdmica para o uso em laboratérios clinicos. A facilidade de manuseio

associada a rapidez com que se processa a corrida eletroforética permite
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bons resultados. Atualmente a avaliagao qualitativa tem sido muito
utilizada por profissionais experientes, pois permite distinguir os tipos de
lipoproteinemias. Por outro lado, a quantificacdo das lipoproteinas
fracionadas no acetato de celulose pode ser efetuada por eluicdo em acido

acético puro (PA), ou por densitometria.
Eletroforese em agarose (kits comerciais)

Algumas empresas especializadas em comercializar produtos
para laboratérios oferecem kits para eletroforese em agarose de
lipoproteinas. Os resultados obtidos sao excelentes (Figura 16.3) e com a
vantagem de serem quantificados por densitometria cuja reproducao
grafica é muito elucidativa.

Reagentes para eletroforeses em acetato e agarose

1. Solucao Tampao Tris-Glicina 0,25M pH 9,5

Tris-hidroximetil-aminometano 14,1 g

Glicina 22,6 g

NaCl 2,0g

Agua destilada q.s.p. 1000ml
2. Solucao corante de Sudan Black (solucao estoque)

Corante Sudan Black 400,0 mg

Etanol 96% 300ml

Deixar no homogeneizador magnético por 12 horas, ou dissolver por
agitacao em liquidificador.

3. Solucao de NaOH a 5% (complemento da solucao estoque)
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Eletroforese em acetato de celulose

Embeber as fitas de acetato de celulose no tampao tris-glicina
pH 9,5 por 15 a 30 minutos.

Retirar o excesso do tampdo da superficie da membrana do
acetato, colocando as fitas entre duas folhas de papel
absorvente.

Colocar as fitas na cuba de eletroforese com seus
compartimentos eletroliticos previamente preenchidos com o
mesmo tampao tris-glicina.

Aplicar o soro a 2 cm da extremidade da fita que entrard com
o pdlo negativo. Deixar que o soro aplicado seja absorvido e
aplicar outra quantidade similar sobre a primeira aplicagao.

Passar 200 volts por 15 a 20 minutos.

Eletroforese em agarose

Coloracao

Preparar a placa de agarose, retirando-a do envelope.

Aplicar as amostras de soro (ou plasma) na cavidade do gel de
agarose, preenchendo-as sem excesso. Deixar em repouso por
2 a 3 minutos para a perfeita penetragcao das amostras no gel
de agarose.

Colocar a placa de agarose na cuba eletroforética, certificando
a polaridade dos eletrodos. A eletroforese se desenvolvera do
polo negativo em diregdo ao positivo.

Passar 200 volts por 40 a 50 minutos.

das fragoes lipoprotéicas separadas no acetato de

celulose e agarose

Misturar 10 ml da solucdo estoque do corante Sudan Black
com 5 ml de solugao de NaOH a 5% minutos antes de finalizar
a eletroforese. Para a eletroforese em agarose o volume de

cada solugao acima devera ser triplicado.
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Embeber completamente o acetato de celulose ou gel de

agarose por 2 a 6 horas. Descorar com agua destilada.

Quantificacao das fragoes de lipoproteinas

Por eluicdo do acetato de celulose: as fragoes das
lipoproteinas alfa, pré-beta, beta e quilomicrons (quando
presente) sao recortadas com tesoura e eluidas em tubos
contendo 2ml de acido acético puros, adequadamente
identificados com relacdo as fracOes. Agitar vigorosamente os
tubos até completa dissolucdo do acetato. Ler as densidades
opticas (D.0.) em 410nm usando um tubo com o diluente
como branco. Calcular os valores especificos em relagao a
soma de todas as fragdes por meio de regra de trés simples.

Por densitometria: usada especialmente para o gel de

dagarose.

Interpretacao qualitativa

principais:
1.

Em geral sdo identificadas quatro fracdes lipoprotéicas

Quilomicrons: principalmente triglicerideos. Permanecem no
ponto de origem. Normalmente nao sao visualizados no soro
de pessoas que estiveram em jejum.

Lipoproteina beta: existe no soro normal. A maior parte do
colesterol sérico estd relacionada com esta fracao.
Lipoproteina pré-beta: consiste principalmente de
triglicerideos enddégenos. Apresenta-se corada com fraca
intensidade. Nos soros anormais, com triglicerideos elevados,

a fracdo pré-beta estd muito corada.
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4, Lipoproteina alfa-1: esta normalmente na zona da globulina
alfa-1, quando se compara com a eletroforese de proteinas

séricas.

N3o ha necessidade de quantificar as fracdes de lipoproteinas,
pois os dados quantitativos poderdao ser obtidos da determinacao do
colesterol e dos triglicerideos séricos ou plasmaticos. A interpretacao
qualitativa dos tracados eletroforéticos (fendétipos de Fredrickson) se fara
juntamente com os valores que se determinam do colesterol e
triglicerideos (Tabela 16.2).

Entretanto, na auséncia dos valores das dosagens de
colesterol e triglicerideos, apresentamos as concentracdes das fracdes

alfa, pré-beta e beta.

Alfa: 20 - 35%
Pré-beta: 10 - 25%
Beta: 45 - 65%
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CAPITULO 18: UMA BREVE HISTORIA DA MOLECULA DO DNA

Co- autores: Elisete Marcia Corréa

Patricia Abrao Possik

A historia

A molécula de DNA (acido desoxirribonucléico) é atualmente o
elemento central das pesquisas de engenharia genética. Foi descoberta
no final do século 19 e apesar da sua funcdao na hereditariedade e no
controle da atividade celular, s6 foi reconhecida pela maioria dos
cientistas como a molécula capaz de armazenar e transmitir a informacao
genética apds a publicacao de sua estrutura tridimensional em 1953, por
James Dewey Watson e Francis Harry Compton Crick. (Nota: o
trabalho original de Watson e Crick estda disponivel em

http://www.nature.com/nature/dna50/watsoncrick.pdf).

A historia dessa fascinante molécula comegou em 1868
com Friedrich Miescher que foi o primeiro a isolar uma substancia quimica
presente no nucleo de células provenientes do pus das bandagens de
ferimentos. Essa substancia de natureza acida era rica em fosforo e
nitrogénio e foi denominada nucleina e posteriormente acido nucléico.

Lentamente a composicdo quimica do DNA foi sendo
desvendada. Em 1894 Albrecht Kossel e Albert Neumann identificaram a
presenca de bases nitrogenadas na nucleina. Hoje se sabe que o DNA é
composto pelas bases nitrogenadas purinas (adenina e guanina) e
pirimidinas (timina e citosina) (Figura 18.1). Enquanto as adeninas (A)
pareiam com as timinas (T) através da formacao de duas ligacbes de
hidrogénio, as guaninas (G) pareiam com as citosinas (C) formando trés
ligacOes de hidrogénio. Tais ligacOes entre as purinas e pirimidinas de fitas
opostas formam o pareamento de bases complementares ao longo da
fita de DNA. E na sequéncia de bases nitrogenadas do DNA que a

informacdo genética reside. E importante mencionar que a molécula pode
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armazenar informacdes em qualquer das duas fitas complementares, a
fita denominada sense ou a antisense, alternando as fitas dependendo da

informacao a ser lida ou do gene a ser expresso.

A
Purina Pirimidina
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3 b 3 CH
Adenina  weM, L N Timina
/c\ / C 2"\ &
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H H
o (o}
H( C__.N Ho & _H
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Guanina & g e N ¢  Citosina
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H,N ) 0o° N TH
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Figura 18.1: (A) Bases nitrogenadas que compdem os acidos nucléicos. Observe
que as bases purinas exibem 1 anel duplo enquanto que as
pirimidinas somente 1 anel simples.

As bases nitrogenadas estdo ligadas ao carbono 1’ (Ié-se um
linha) da pentose. A designacdo “linha” é usada para distinguir os atomos
de carbono que pertencem a ose, dos atomos de carbono da base
nitrogenada. A pentose (que contém 5 atomos de carbono) presente no
DNA é uma desoxirribose e foi descrita por Phoebus Aaron Levene em
1929. Por convencao o prefixo desoxi indica que esta ose nao apresenta
atomo de oxigénio no carbono 2’. Por outro lado, o RNA (&acido
ribonucléico) difere do DNA por apresentar uma ribose na qual a auséncia
do prefixo desoxi indica a presenca do atomo de oxigénio no carbono
2'(Figura 18.2).
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Desoxirribose

Figura 18.2: Férmula estrutural da ribose e da desoxirribose.

Levene foi um brilhante cientista. Estabeleceu a diferenca
quimica entre o DNA e o RNA e publicou varios artigos originais sobre as
estruturas quimicas de muitas biomoléculas. Sua crenca de que o DNA era
uma molécula simples, relativamente pequena e que sempre continha
quantidades iguais dos quatro nucleotideos o levou a formular a Teoria
do Tetranucleotideo. Essa teoria, totalmente incorreta, continha a
hipotese que o DNA, ao contrario das proteinas, constituia-se de uma
molécula sem complexidade suficiente para armazenar a informacao
genética. Em 1938 Levene descobriu que o DNA era um polimero de
nucleotideos e, portanto, muito maior do que ele havia imaginado.

O nucleotideo é a unidade basica da molécula de DNA e é
constituido pela base nitrogenada ligada ao carbono 1 da pentose que por
sua vez possui pelo menos 1 grupamento acido fosférico ligado no
carbono 5’. Em pH fisiolégico, o acido fosforico encontra-se dissociado e
por isso a carga resultante do DNA é negativa e seu carater é acidico.

Cada nucleotideo esta covalentemente ligado ao outro através
de uma ligacao fosfosdiéster 5'- 3’. A ligacdo fosfodiéster foi descrita
por Alexander Robertus Todd no inicio da década de 50 e recebeu esse
nome porque “fosfo” indica a presenca de um atomo de fosforo e “diéster”
refere-se as duas ligagoes éster (C-O-P), uma entre o fosfato e o carbono
5’ de uma desoxirribose e a outra entre o fosfato e o carbono 3’ da
desoxirribose subsequente (Figura 18.3). Devido a natureza desta

ligacdo, as duas extremidades de um filamento polinucleotideo sao
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distintas. Em uma encontra-se o grupo fosfato 5’ livre (extremidade 5’) e
na outra o grupo OH 3’ livre (extremidade 3’). Como as duas fitas de DNA
possuem sentidos inversos, isto €, o final 5 de uma cadeia é oposta ao

final 3’ da outra, diz se que elas sao antiparalelas.

Exireradade &'
OH
0=P—0-CHs
& \(D
yd o H )
o=pP-0-CHp \E
| FY
OH / 2
lpctod  Lgagios |
s —'—F 0 H
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|
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OH kiv
[ Extrormidade 3

OH H

Figura 18.3: Estrutura de um polinucleotideo. Observe a ligacao fosfosdiéster
5’- 3’. Fonte: Kreuzer, H. e Massey, A. (2002).

Por convengao a sequéncia de bases do DNA é sempre escrita
na direcdo 5'-3’, isto é, a extremidade 5’ € mostrada a esquerda e a 3’ a
direita.

A medida que o tempo passava o conhecimento sobre a
composicao quimica do DNA se ampliava e Erwin Chargaff relatou que,
para as diferentes espécies analisadas, a proporgao de bases nitrogenadas
adenina era igual a de timina e de citosina era igual a de guanina. Essa
proporcionalidade ficou conhecida como regra de Chargaff.

Willian Astbury foi o primeiro pesquisador em 1939 a usar a
anadlise de difracdo de raios X para visualizar a molécula de DNA. Astbury
determinou que os nucleotideos estavam posicionados em intervalos de
3,4 A (1 Angstrom = 10-1° metros) e depois dele essa técnica passou a ser

amplamente empregada para o estudo da estrutura de varias proteinas.
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Em 1950, Maurice Wilkins realizava os primeiros experimentos de difragao
com fibras de DNA e posteriormente Rosalind Elsie Franklin trabalhando
na mesma instituicao de Wilkins, mas de forma independente fotografou
resultados provenientes da difracdo de raio X que demonstraram que o
DNA é uma hélice. Suas pesquisas também indicaram que existiam duas
formas cristalinas de DNA, a forma A (DNA-A) e a forma B (DNA-B) que
diferiam por causa do grau de hidratacao (Figura 18.4). O DNA-B, a forma
mais hidratada encontrada nas condicOes fisioldgicas, € a descrita por

Watson e Crick.

Figura 18.4: Diferentes formas cristalinas do DNA. Da esquerda para a
direita DNA-A e DNA-B. Figura modificada de
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b1/A-
DNA, B-DNA and Z-DNA.png. Acesso em 18/09/20009.

Em 1951 Watson conheceu Crick e ambos interessados no
DNA comegcaram a utilizar modelos tridimensionais para elucidar a
estrutura da referida molécula. No entanto, Watson reunia informacdes
experimentais sobre o DNA de forma pouco criteriosa e isso aumentava as
dificuldades para a resolugao da estrutura.

Em paralelo a esses acontecimentos pipocavam resultados
experimentais que reforcavam os argumentos que as proteinas nao eram

responsaveis pelo armazenamento da informagao genética.
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Em 1944 Oswald Avery, Collin McLeod e Maclyn McCarty
realizaram um experimento brilhante que demonstrava que a natureza
guimica do agente transformante, capaz de transmitir a informacao
genética, e observado por Frederick Griffith em 1928, era o DNA. Em
1952, surgiram mais evidéncias de que o DNA era o material genético de
bacteriéfagos (um tipo de virus), através do classico “experimento do
liquidificador” de Alfred Hershey e Martha Chase. No entanto, a
comunidade cientifica recebeu essas evidéncias com certo ceticismo, pois
ainda apostava nas proteinas para a funcdao de material genético. Muitos
ainda acreditavam que a complexidade protéica, com seus 20 aminoacidos
dispostos em diferentes combinagdes, respondia pela prevista alta
capacidade de armazenamento de informacgdo genética. Por outro lado, a
composicao de apenas quatro nucleotideos do DNA ndo apresentaria
complexidade suficiente. Obviamente ndo se imaginava na época que um
design simplista teria a importancia que tem.

A medida que o tempo passava, a pressdo aumentava, e até
Linus Pauling nao dispondo de bons resultados experimentais arriscou
sugerindo que o DNA seria formado por uma tripla hélice, na qual o eixo
de acgucar-fosfato se encontrava no interior da molécula e as bases
nitrogenadas dispostas na parte externa.

Infelizmente (ou felizmente para Watson e Crick) Rosalind e
Wilkins nao se entendiam e o mal estar entre eles nao permitiu que
ocorressem as discussdes necessarias para a compreensao da estrutura
do DNA. Rosalind acabou deixando o King’s College e iniciou trabalhos
sobre a estrutura de virus, falecendo pouco depois aos 35 anos.

Watson e Crick, apds breve interrupcdo, reiniciaram as longas
discussOes tedricas sobre o tema e tiveram acesso aos dados da difracao
de raio-X da DNA-B obtidos por Rosalind que permitiram inferir que o DNA
€ uma molécula helicoidal de duas cadeias, com o esqueleto fosfato-
desoxiribose na parte externa. Watson e Crick tiveram ainda o acesso ao
relatério da Rosalind. Esse relatorio revelava que a altura de uma volta

completa da hélice é de 34 A (que corresponde a cerca de 10 pares de
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base, portanto a distancia entre dois pares de bases adjacentes é de 3,4
R), uma largura (didmetro) de 20 &, e a informacdo de que a dupla hélice
possui um giro para a direita (Figura 18.5). A relacao espacial entre as
desoxirriboses e a bases nitrogenadas geram uma superficie irregular
formando dois sulcos (cavidades). O sulco maior, ou principal (que é mais
largo) e o sulco menor, ou secundario. Essa caracteristica é importante

porque permite a interacdo do DNA com as proteinas.

Sulco menor

Figura 18.5: Representacdao da estrutura da dupla hélice. Esquema modificado
de Moreira (2003).

A Unica peca que faltava no quebra-cabeca era entender como
as bases nitrogenadas interagiam e Jerry Donohue partilhou seu amplo
conhecimento em quimica sugerindo que as bases nitrogenadas timina e
guanina deveriam estar na forma tautomérica ceto em vez da enol (Figura
18.6).
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Figura 18.6: Formas ceto e formas enol da timina e da guanina.

De volta aos modelos de construgcao, Watson em 1953,
percebeu que cada um dos pares: timina e adenina e citosina e guanina
tinham conformacdao espaciais compativeis em decorréncia dos
requerimentos de ligagdo do hidrogénio (Figura 18.7). Este pareamento
permitia que as bases nitrogenadas se encaixassem dentro da dupla-
hélice e era consistente com o didmetro de 20 /3\, mas implicava que as
fitas deveriam ser antiparalelas, ou seja, a extremidade 5" de uma fita
estaria orientada para o lado oposto da extremidade 5’ da fita
complementar. Consequentemente, cada fita conteria sequéncias de bases

complementares as sequéncias da fita parceira.
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Figura 18.7: Padroes das ligagdes de hidrogénio nos pares de bases
determinados por Watson e Crick, isto é, adenina (purina) com
timina (pirimidina), e guanina (purina) com citosina (pirimidina).
Figura modificada de:
http://www.statemaster.com/encyclopedia/Francis-Crick acesso
26/09/20009.

Em 25 de abril de 1953 Watson e Crick publicaram a
estrutrura do DNA e em 1962 partilharam o Prémio Nobel com Wilkins.
Apds a publicacdo da descoberta da dupla hélice Watson e Crick se
separaram. Watson trabalhou na sintese de RNA e proteinas, e motivou a
execucdo do Projeto Genoma Humano. Crick deu varias contribuicdes
importantes na area da biologia molecular tais como: a formulagdo do
dogma central da biologia molecular e a hipétese do adaptador para
mediacao da sintese de protéica. Ele faleceu aos 88 anos, em 2004, dois

meses antes da morte de Wilkins.
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CAPITULO 19: TESTES GENETICOS DE APLICAGCAO MEDICA E
NAO MEDICA.

Co-autores: Elisete Marcia Corréa

Patricia Abrao Possik

Introducao

Os exames laboratoriais sao utilizados na pratica médica,
pois fornecem informagdes que permitem ao meédico concluir o
diagndstico de uma forma mais precisa. Para alcangar maior
sensibilidade, especificidade, exatidao e rapidez nos diagndsticos, a
indUstria tem buscado o desenvolvimento de novos equipamentos,
recursos diagndsticos ndo invasivos e novas abordagens terapéuticas.
Paralelamente o rapido avanco do conhecimento cientifico sobre a
biologia molecular e a genética tem sido prontamente incorporados
ao diagnostico e progndstico clinico.

Apesar de apresentarem uma aplicabilidade pratica
relativamente distante por empecilhos éticos e técnicos, os testes em
DNA tém se tornados cada vez mais atraentes do ponto de vista
comercial. Como exemplo de fatia de mercado para estes testes
podemos citar as previsoes estatisticas: em 2009 ocorrerdo 466.730
casos novos de cancer no Brasil (INCA, 2009) e 6% dos 15 milhdes
de brasileiros com mais de 60 anos sofrerdao da Doenca de Alzheimer.
Estas duas doengas podem ser diagnosticadas, ou previstas, através
de testes em DNA. Sem falar dos testes de paternidade que se
tornaram uma “febre” e cujo mercado, estimado em 10 milhdes de
reais, deverd se manter ainda por um bom tempo ja que: 30% das
criancas brasileiras sao registradas como filhos de pai desconhecido
e, segundo pesquisadores ingleses, 1 em cada 25 homens ndo é o pai
bioldgico de seu suposto filho (BELLIS et al, 2005).
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Hoje é possivel a realizacdo de testes em DNA para
variados propdsitos, como sexagem fetal, diagndsticos de doencas,
identificacdo humana, anadlise de vinculo genético, avaliagcdao do
progndstico ou avaliacdo da resposta viral a terapéutica antiretroviral
e testes preditivos de resposta a medicamentos (farmacogenética).
Encontram-se disponiveis online varios tipos de bancos de dados
moleculares que vao da analise de sequéncias génicas ao catalogo de
disturbios genéticos e gendmicos humanos (Online Mendelian
Inheritance in Man - OMIM disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim.

Antes de discutir algumas questdes relacionadas a estes
tipos de testes é importante comegar com a descricao do conceito de
teste genético. Tal tarefa nao é facil, pois ha muita controvérsia
quanto a classificacdo dos diferentes tipos de testes em DNA com
aplicacdo médica e os testes com aplicacdao ndo médica (genética
forense, vinculo de filiagao, etc) em testes genéticos. De acordo com
Burke (2002, p. 1865), teste genético é “a analise de DNA, RNA,
cromossomos, proteinas e certos metabdlitos humanos a fim de
detectar gendtipos, mutagdes, fendtipos ou cariétipos relacionados a
doencas hereditarias para finalidades clinicas”. Revisando os textos
de Sequeiros e Guimaraes (2007) observa-se que dependendo do
contexto, da finalidade e das instituicdes internacionais que fazem o
uso do teste genético, a expressdao teste genético se expande e
engloba aplicagdes como os testes de paternidade e praticas
forenses. O HPG (Human Genome Project), por exemplo, inclui o
teste forense e/ou de identificagado humana na categoria de teste
genético. As aplicacdes ndao-médicas tais como identificacdo criminal,
teste de paternidade, ancestralidade, conhecimento epidemioldgico,
decisdo nutricional, escolha de cosmético, também sdo incluidas no
conceito de teste genético pelo Conselho Nacional de Etica para as
Ciéncias da Vida (CNCV, 2008).
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Para outras instituicdes, no entanto, o conceito ganha
uma expressao mais simples considerando testes genéticos apenas os
testes em DNA com aplicagcdes médicas.

Neste capitulo, os testes em DNA serdo didaticamente
agrupados em dois grupos: os testes genéticos de aplicacdo médica e
os testes genéticos de aplicacdo ndo médica (sexagem fetal, teste de
paternidade). Os testes diagndsticos de doencas infecciosas, apesar
de apresentarem comprovada eficiéncia na deteccdao molecular do
agente patogénico, ndo serdo discutidos por fugirem ao escopo desse

capitulo.

Na pratica clinica, os testes genéticos podem responder a
diferentes objetivos:

a- Pré-implantacao: indicado para a deteccdao de alteragoes
cromossdmicas ou génicas em embrides (de até 7 dias) obtidos
por fecundagao in vitro.

b- Rastreio no recém nascido: indicado para rastrear os
principais erros inatos do metabolismo. E popularmente
conhecido como “teste do pezinho”.

c- Diagnéstico pré-natal: possibilita a deteccao de alteragoes
cromossdmicas ou génicas antes do nascimento.

d- Preditivo ou pré-sintomatico: prevé o risco de se
desenvolver uma doenca de manifestagao tardia ou permanecer
assintomatico, mesmo que tenha herdado a predisposicao
genética.

e- Teste para diagnéstico ou prognostico: usado para
confirmar ou esclarecer o diagndstico ou progndstico em

individuos com sinais e sintomas de doencas genéticas.

De todas as modalidades de testes genéticos de aplicacao
médica disponiveis, o teste preditivo € o que mais gera preocupacoes

e discussbOes éticas uma vez que este antecipa o conhecimento de
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gue uma pessoa desenvolverd em certo momento de sua vida uma
doenca genética. Essa doenca de inicio tardio podera ser monogénica
de alta penetrancia, na qual o individuo portador da mutacao possui
alto risco de ser afetado (como exemplo, podemos citar a Doenca de
Huntington, ainda sem tratamento eficaz) ou outras de heranca
complexa (poligéncia ou multifatorial) de baixa penetrancia, de inicio
tardio, como algumas formas de cancer. Por essas razbOes &
prematuro ofertar diagndsticos preditivos em escala comercial sem a
prescricdo médica e sem que os profissionais e o publico sejam
instruidos para lidar com essa informagao.

Outro ponto a ser ressaltado é que apesar das doengas
genéticas, no contexto atual, poderem ser diagnosticadas através de
uma analise molecular, na pratica ainda existem limitacles, tais

como.

a- E muito dificil determinar a contribuicio de uma mutacdo
génica ou alteracdo cromossémica quando esta depende da interagao
de outros genes e/ou de fatores ambientais como os disturbios
multifatoriais. Por isso, ha maiores chances de sucesso quando o
gene que sera analisado é o principal responsavel pelo fenoétipo
observado (heranga monogénica). Nessa categoria estdao os testes
genéticos para fibrose cistica, hemofilia, distrofia muscular de

Duchenne, sindrome do X fragil.

b- Ha casos em que a sensibilidade de um teste ndo permite
detectar 100% das alteracbes associadas a condicdo que se esta
investigando. A falta de sensibilidade pode provir de diversos fatores
ou a combinacao deles, como por exemplo, limitacdes metodoldgicas,
a existéncia de mutacbes raras nao descritas, diversidade de
mutacdes dentro do mesmo gene (por exemplo: Fibrose Cistica),
mutacdes em diferentes genes causando o mesmo sintoma (distrofias

musculares tipo cinturas), ou mutagdes dentro do mesmo gene que
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levam a prognosticos diferentes. Como o custo destes testes é
relativamente alto, é importante certificar-se que o resultado de um
unico teste trara informacdes relevantes que auxiliardo no tratamento

ou nha prevencgao da doenca.

c- Como ja mencionado, a deteccao do portador assintomatico
(teste preditivo) pode gerar uma série de implicacbes éticas e
psicoldgicas. Assim, tais testes deveriam ser prescritos somente em
condicdes que gerem conhecimentos que permitam tracar estratégias

que previnam ou retardem o aparecimento dos sintomas.

d- O consulente e sua familia estao sujeitos a varios impactos
psicolégicos e emocionais associados a espera e recebimento de
todos os possiveis resultados do teste, que precisam ser plenamente
esclarecidos. Entre as situagdes que expdem a familia se exemplifica
a possibilidade de o teste genético revelar que seu suposto pai nao é
seu pai bioldgico e a possibilidade do teste fornecer informacdo que
permita inferir o gendtipo de outra pessoa da familia que ndo tenha

solicitado o teste.

Nos ultimos anos as pesquisas tornaram possivel o
desenvolvimento de técnicas moleculares mais adequadas a rotina
laboratorial, dentre estas se destacam: técnicas de hibridizacao
(Southern e Northern blotting,); técnicas de amplificagdo de alvos-
especificos como a PCR; PCR-transcriptase reversa (RT-PCR); PCR-
ASO (Allele Specific Oligonucleotide Amplification); PCR em tempo-
real; PCR-RFLP (polimorfismo de tamanhos de fragmentos de
restricao); polimorfismo de conformacao de fita simples (SSCP); PTT

(teste da proteina truncada) e a tecnologia de Arrays (Tabela 19.1).
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Tabela 19.1: Sintese de algumas técnicas utilizadas no diagndstico

clinico.

Técnica

Descricao

Possiveis Aplicagoes

Southern blotting

Fragmentos de DNA sao separados por
eletroforese em gel de agarose e
transferidos para membrana de
nitrocelulose por acdo capilar. O
fragmento de interesse é encontrado
via hidridizacdo com sonda radioativa
ou fluorescente.

Deteccao de mutacgles

e identificacdo de
fragmentos de DNA
especificos.

Northern blotting

Fragmentos de RNAm sdo separados
por eletroforese em gel de agarose e
transferidos para membrana de
nitrocelulose por acao capilar. O
fragmento de interesse é encontrado
via hidridizacdo com sonda radioativa
ou fluorescente.

Deteccdo da expressao
génica e identificacdo
dos tecidos ou tipos de
células que expressam
um gene particular.

PCR

Fragmentos seletivos de DNA alvo sdo
amplificados “in vitro”

Rastreamento de
mutacoes,

determinacdo do sexo
de fetos, deteccdo de
virus e organismos
patogénicos, deteccdo
de regibes polimdrficas.

RT-PCR

RNAmM extraido da amostra que se
deseja analisar €é submetidos a
transcricdo reversa “in vitro” para a
obtencdo de multiplas copias do cDNA.

Anadlise de expressdo
génica via transcritos.

PCR-ASO ou teste de

ARMS (Amplification

Refractory Mutation
System)

Fragmentos de DNA sdo copiados em

reagdes de PCR que utilizam 3
primers: dois primers sense que
possuem extremidades 3’

complementares ao alelo normal ou
mutado e um primer antisense
complementar a ambos alelos.

Deteccdo de mutagdes
pontuais especificas.

PCR em tempo real

Amplificacdo de sequéncias alvo com o
uso de pequenas sondas de DNA
marcadas nas extremidades 5' e 3'
com compostos fluorescentes.

Andlise de expressdo
génica, deteccdo de
patégenos, carga viral e
de SNPs.

SSCP Fragmentos de DNA sdo desnaturados | Rastreamento de
e separados em gel de poliacrilamida. | mutagdes
As moléculas de DNA fita simples
apresentam alteragdes na mobilidade
eletroforética dependente da
sequéncia nucleotidica.

PTT Isolamento do mRNA transcrigdo . .
reversa (RT-PCR), transcricio e | Deteccdo de mutagao
traducdo in vitro e eletroforese pontual e pequenas

delegdes.
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As anadlises podem ser realizadas em qualquer amostra
gue contenha células, vivas ou nao vivas. Alguns exemplos
tradicionais sdo o sangue periférico, sangue preservado em manchas,
fluidos corporais, tecidos embebidos em parafina, unhas, 0ssos,
dentes, raizes de cabelo, sendo que esses Ultimos sdo mais utilizados

na pratica forense.

A seguir serao apresentadas algumas técnicas
moleculares empregadas em testes genéticos de aplicagao
médica (PCR, PCR-RFLP e Arrays).

PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase)

A reacdo em cadeia da polimerase € uma técnica utilizada
diariamente nos laboratérios de diagnostico e pesquisa, pois
possibilita a amplificacao de um dado fragmento da amostra de DNA
inicial de forma exponencial. Gragas a existéncia desta técnica, um
teste genético pode ser iniciado a partir de uma unica célula, pois o
DNA serd multiplicado in vitro em quantidade suficiente para ser
detectado no teste.

A replicacdao ou amplificacdo in vitro do DNA alvo é
catalisada por uma DNA polimerase termoestavel que utiliza um par
de primers (oligonucleotideos ou iniciadores) especificos que
delimitam a sequéncia alvo. A amplificacao ciclica destes trechos de
DNA se da alternando-se a temperatura para a desnaturagao das
cadeias do DNA (94°C), hibridizacao dos primers (aproximadamente
50-60°C) e finalmente para a agao de da polimerase (72°C). Entre as
principais técnicas resultantes de modificagdes da reagdao em cadeia
da polimerase destacam-se o RT-PCR, nested PCR, multiplex PCR,
PCR-AE (alelo especifico) e PCR em tempo real.

O desenvolvimento da PCR convencional tornou possivel a

investigagcao de regides particulares do DNA, como genes ou
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polimorfismos ligados a doencas, e o exemplo utilizado é o
polimorfismo I/D da enzima conversora de angiotensina (ECA, ou
ACE, do inglés Angiotensin Converting Enzyme). Essa enzima catalisa
a conversdao de angiotensina I (decapeptideo) em angiotensina II, um
hormonio octapeptidico ativo. A angiotensina II é um potente
vasoconstritor e promove a formacdo de aldosterona.

Varios polimorfismos ja foram descritos para o gene que
codifica a ECA e ha muitos estudos quanto a ligacdo destes
polimorfismos a problemas cardiacos e outras doencas. O primeiro
polimorfismo a ser descrito, e o mais famoso de todos, envolve a
presenca (insergao - I) ou auséncia (delecao - D) de um fragmento
de 287 pares de base no intron 16 do gene que codifica a ECA. Tal
mutacdo influencia os niveis da enzima no plasma e tecidos e
consequentemente afeta a pressao arterial. Estudos indicam que os
portadores do genodtipo DD apresentam duas vezes mais ECA do que
individuos 1II, e consequentemente maior risco de serem acometidos
por infarto agudo do miocardio. Ja os individuos heterozigotos ID
possuem niveis intermediarios.

O polimorfismo I/D do gene ECA foi descrito em 1990 e
inicialmente, o teste era feito pela amplificacao da regiao de insergao
do fragmento de 287 pares de base utilizando primers que apenas
flangueavam a regiao de insercao (Figura 19.1). Entretanto, esta
estratégia revelou alguns erros no diagnostico para os individuos
heterozigotos. A reacdao de PCR das amostras de individuos I/D
favorecia a amplificacao do alelo D, levando ao resultado D/D em
aproximadamente 5% dos individuos I/D. Assim, uma reagao
adicional foi desenvolvida para a confirmacao dos portadores do
gendtipo D/D. Esta nova reacgao utiliza um novo primer interno que
reconhece e hibridiza na sequéncia de insercao, isto €, a presenca do
produto amplificado é totalmente dependente da presenca do alelo
com insercdao. Caso o resultado seja negativo, o individuo é

confirmado como D/D.

395



intron 16

—— Exonl5 - - Exon16 ——
Delecao 490pb
== =
Primer Sense Primer Antisense
287pb — Insercido 490pb
s P . ¢ p

Regido polimorfica referente a insercio Alu |

Figura 19.1: Representacao esquematica da amplificacdo de fragmento do
intron 16 do gene ECA. Primers sense e antisense
flangueando a regido da insercao Alu I sdo utilizados na
reacdao para amplificar o fragmento contendo a Delegdo ou a
Insercdao. Como resultado, os fragmentos amplificados terao
190 ou 490 pares de bases (ou pb), respectivamente. A seta
pontilhada representa o par de primers utilizados na
confirmacao de portadores do gendtipo D/D.

No entanto, vale ressaltar que doencas cardiovasculares
sao doengas complexas e multifatoriais isto &, sao influenciadas por
uma série de fatores genéticos e ambientais. Sendo assim, ha ainda
muita controvérsia sobre a participacdo do polimorfismo ECA neste
tipo de doenca, assim como quanto a participacdo de outros genes.

Testes genéticos que investigam regides particulares do
DNA baseiam-se na analise de mutacdes. Por isso antes de se realizar
o teste, é necessario conhecer a ocorréncia e a freqliéncia de
mutacdes em determinadas populacdes, o tipo e a localizacao da
mutacdo e a seqliéncia do gene ou genes em questdo. Tal cuidado se
faz necessadrio para o aumento da sensibilidade de deteccdo. E
importante também lidar com as diferentes frequéncias de mutagdes
em populacdes distintas. Por isso um teste desenvolvido em um pais
nao deveria ser diretamente adotado como um método de diagndstico
de rotina em outro sem conhecimento prévio da presenca do

polimorfismo na populagao a ser estudada.
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Exemplificando, a Fibrose Cistica (FC) é uma doenca
genética autossOmica recessiva que atinge principalmente populacdes
de origem caucasdide. O gene possui 230 kb e mais de 1200
mutacdes ja foram descritas. Entretanto, a mutacdo AF508
(caracterizada pela delecao de 3 pb no éxon 10 do gene CFTR que
resulta na delecdao do aminoacido fenilalanina na posicdo 5082 da
cadeia polipeptidica composta por 1480 aminoacidos) esta presente
em 70% dos casos mundiais de Fibrose Cistica.

Em um estudo no Brasil, a freqliéncia da delecdao AF508
encontrada entre os 180 individuos amostrados no Maranhao foi de
apenas 0,8% (MESQUITA, 2001). Por outro lado, na regiao de
Campinas a mutacao AF508 foi encontrada em 50% dos 140 alelos
analisados (CORREIA, 2005) e no Rio de Janeiro, em que a populagao
é resultado de uma grande miscigenacao (40% caucasdide, 52%
negrdide e 8% indigena), a frequéncia da referida mutacdo nos 44
pacientes portadores de FC testados foi de 30,7% (CABELLO, 1998).
Portanto, para diminuir a possibilidade de diagnédstico falso positivo,
na analise dos resultados duvidosos, o teste molecular deve incluir
um painel para varias mutacdes especificas para a regido geografica e

0S grupos étnicos avaliados.

PCR- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

O Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricao (Restriction Fragment Length Polymorphism) foi o
primeiro diagndstico baseado no DNA usado para a deteccao da
anemia falciforme em 1978, por Yuet W. Kan e Andrée Dozy, € no
teste pré-natal de Distrofia Muscular de Duchenne em 1985. A
técnica baseia-se na habilidade de “cortar” o DNA em fragmentos
utilizando enzimas de restricdao. A presenca de uma mutagdao no DNA

dentro da sequéncia reconhecida pela enzima de restricdo utilizada
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resulta na geracdao de fragmentos de restricao de tamanhos
diferentes dos fragmentos gerados a partir do DNA sem a mutacao.
Desta forma, a técnica permite comparar alelos normais e afetados
para cada mutacao estudada.

Para a deteccdo destas diferencas, estes fragmentos de
DNA sao submetidos a eletroforese em gel de agarose e assim
separados por tamanho. No entanto como a enzima atua em muitos
pontos do DNA genOmico, que € relativamente grande, nao se
observa bandas definidas no gel, mas sim rastros contendo
fragmentos de todos os tamanhos possiveis. Por isso, o DNA presente
no gel é transferido por capilaridade para uma membrana (Southern
Blotting) e esta é hibridizada com uma sonda de DNA capaz de
reconhecer a regiao de interesse no DNA. A auto-radiografia desta
membrana revelara finalmente os fragmentos gerados pela restricdo
do DNA, isto &, os alelos normal e mutado. A comparagao entre
ambas as amostras permite a elucidagdao do diagnéstico.

Entretanto, € importante destacar que o DNA deve ser
primeiramente submetido a um processo de desnaturagao. Quando
desnaturado, os fragmentos de DNA se apresentam na forma de fita
simples e isso é essencial para que a hibridizacdo com a sonda possa
ocorrer. Atualmente, o protocolo otimizado combina a técnica de PCR
com a clivagem por enzimas de restricao. Em outras palavras, uma
sequéncia especifica de DNA é primeiramente amplificada e entdo
tratada com enzimas de restricao. Como a PCR amplifica apenas a
regido de interesse no DNA, ndao é mais necessaria a realizacao do
Southern Blotting. Esta otimizagao requer menos DNA e menos
tempo para o desenvolvimento do protocolo.

O principio da técnica também pode ser utilizado para
analisar a presenca ou auséncia de outros tipos de mutacdo, como
insercdes e delecdes. De fato, o polimorfismo I/D da enzima ECA,
descrito anteriormente, foi primeiramente estudado por RFLP. Neste

caso, embora a insercao ou delecao nao se localize especificamente
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na regiao reconhecida pela enzima de restricdo, a clivagem do DNA
por esta enzima gera fragmentos distintos de acordo com a presenca
ou auséncia de tais alteracOes genéticas.

Atualmente, a técnica de PCR-RFLP tem sido empregada
no diagndstico laboratorial da deficiéncia da glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G-6-P-D). Esta deficiéncia é classificada como uma
doenca hereditaria recessiva ligada ao cromossomo X, afetando cerca
de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo. O principal efeito é a
reducao de G-6-P-D nas células vermelhas do sangue, resultando em
ictericia neonatal e anemia hemolitica aguda quando os portadores
sao expostos a farmacos de poder oxidativo, infecgdes, acidose
diabética ou quando ingerem feijao fava (Vicia faba).

A variante africana (G-6-P-D A"), presente na Africa, no
Brasil e nos afro-descendentes e a variante mediterranea (G-6-P-D
Mediterranea) encontrada em italianos, gregos, judeus orientais,
arabes e persas sao as formas de G-6-PD com atividade enzimatica
deficiente e, portanto as de maior importancia.

O gene codificador da enzima G-6-P-D possui o tamanho
de 20 quilobases ou kb e varias mutacdes ja foram descritas. A mais
frequente entre os deficientes de G-6-P-D, portadores da variante A,
€ a mutacao de substituicdo (G—A) no nucleotideo 202 do éxon 4 que
cria o sitio da enzima Nla III. Assim quando a mutacao esta presente,
isto €, no caso positivo, o fragmento de 320 pb resultante da
amplificacdo do éxon 4 ¢é clivado pela enzima de restricdo Nl/a III em
dois fragmentos um de 213 pb e o outro de 97 pb (COMPRI et al.,
2000) (Figura 19.2). Para os casos negativos (auséncia da mutacao)
ndo ha a clivagem do fragmento. No entanto, vale ressaltar que a
auséncia da mutacao 202 nao exclui a presenca de outras mutacoes

neste mesmo gene.
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Figura 19.2: Representacdo esquematica da técnica PCR-RFLP. O
fragmento de uma regidao supostamente afetada por uma
mutacao (triangulo vermelho) é amplificado por PCR e
submetido a clivagem com uma enzima de restricdo. Na
presenca da mutacao, a enzima cliva o DNA amplificado
em dois fragmentos que sdo separados por meio de
eletroforese em gel de agarose. O alelo normal é
representado por uma banda enquanto que o alelo
mutado é representado por duas bandas correspondentes
aos fragmentos gerados pela clivagem.

Arranjos de DNA (DNA Microarrays)

Microarrays de DNA, também conhecidos como DNA
arrays, DNA chips, Biochips e GeneChips, é uma técnica que emprega
arranjos (arrays) de fragmentos de DNA roboticamente distribuidos
de forma organizada sobre uma lamina de vidro. O microarrajo de
DNA foi inicialmente descrito por Schena et al (1995) e atualmente é
uma das principais ferramentas experimentais usada na analise
funcional do genoma de diferentes organismos.

O principio desta técnica baseia-se na hibridizacao de
moléculas de acido nucléico de uma amostra de interesse em um
painel de DNAs complementares fixados individualmente em posicoes
conhecidas de uma plataforma. Em cada uma destas posicoes,
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denominadas spots, um fragmento diferente de DNA estard
representado. Geralmente estas plataformas contém DNAs de simples
fita que sao representativos de todo o genoma de um organismo,
como por exemplo, o genoma humano.

Uma das aplicacdes pioneiras dos Microarranjos de DNA
foi o estudo da expressao génica. Para analisar o padrao de
expressao génica de amostras de 6rgaos, tecidos ou mesmo culturas
de células in vitro, extrai-se RNAmM da amostra e produz-se o DNA
complementar (cDNA) in vitro. Os cDNAs de simples fita,
provenientes das amostras de interesse e marcados com um
fluorocromos (Cy3 e Cy5, por exemplo), hibridizarao nos spots que
contenham moléculas complementares (Figura 19.3).

Geralmente, a amostra bioldgica controle (referéncia) é
marcada com um flourocromo verde (Cy5). O outro flourocromo
(vermelho, Cy3) é utilizado para marcar o cDNA proveniente do
objeto de estudo. Um exemplo tipico da aplicacdo dessa técnica € a
comparacgao de tecidos normais com tecidos tumorais ou tecidos com
outras disfungdes. Outro exemplo é a utilizacdo para estudo das
diferengas entre tumores tratados e nao tratados com certo

medicamento.
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Figura 19. 3: Microarranjo de cDNA. O mRNA ¢ isolado a partir de duas
linhagens de células (normal e patogénica). Os cDNAs sao
obtidos por transcrigao reversa e marcados com os corantes
Cy3 e Cy5, respectivamente. Os cDNAs sdao misturados e
hibridizados em uma disposicao ordenada de sequéncias de
DNA de simples fita conhecidas. Apdés a hidridizacdo o
arranjo é lido sob luz fluorescente e os dados sdao
processados com o uso de softwares especificos. Os spots
que emitem luz verde e vermelha representam genes
expressos na célula normal e patogénica, respectivamente,
a emissao amarela indica genes expressos nas duas
linhagens celulares e a auséncia de emissdao (preto)
representa genes que nao sao expressos em nenhuma das
células.

Apds a hibridizacao, o array é exposto a raios laser que
excitam os fluoréforos fazendo com estes emitam luz (fluorescéncia).
As intensidades de fluorescéncias representadas pelas cores verde e
vermelho, isto é Cy3 e Cy5, em cada spot reflete o nivel de expressao

de um dado gene nas duas amostras. Esse tipo de hibridizagao
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denominada de hibridizacao competitiva (sistema de duas cores) gera
sinais que sao processados por programas de computadores
apropriados para a armazenagem e manuseio dos arquivos gerados.
Devido ao grande numero de informagdes que sdao geradas em um
unico experimento, sua anadlise e interpretacdo sdao bastante
complexas e requerem o auxilio de especialistas em bioinformatica.

Os microarranjos podem ser constituidos por cDNAs ou
oligonucleotideos. As plataformas com spots de cDNA podem ser
confeccionadas em laminas de vidro (microarray) ou em membranas
de nailon (macroarray). As plataformas de oligonucleotideos sao
montadas por simples depdsito das moléculas na lamina ou os
oligonucleotideos sao sintetizados sobre o substrato mediante a
tecnologia da fotolitografia (um tipo de sintese baseada na tecnologia
de semicondutores). Desta maneira, diversos tipos de l|aminas
produzidas por empresas como Affymetrix, Agilent, Illumina ou por
instituicobes de pesquisa e universidades estao comercialmente
disponiveis.

O estudo da expressao génica utilizando a técnica de
Microarray vem sendo muito utilizado, principalmente em laboratérios
de pesquisa, para a caracterizacao de assinaturas moleculares, ou
seja, a identificacdo de um conjunto de genes que sao caracteristicos
de um processo bioldgico ou de um fendtipo especifico, como certas
doengas. Como resultado, o investigador pode identificar genes
candidatos para o envolvimento nesses processos ou doengas, e esta
informagao pode ser futuramente utilizada para a pesquisa de
medicamentos, desenvolvimento de novos marcadores para
diagnéstico, desenvolvimento de marcadores de resposta a
medicamentos, e assim por diante.

Embora muito utilizada para a analise da expressao
génica, variacoes da técnica permitiram a utilizacdo desta para outras
finalidades, como para a deteccao de mutacdes, polimorfismos,

comparacdo do mapeamento de genes ativos e inativos na célula
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normal e na patoldgica, etc. Isso indica que as aplicagcoes dessa

tecnologia nas ciéncias clinicas estdo se materializando a medida

que os conhecimentos multidisciplinares avancam (Tabela 19.2).

Tabela 19.2: Aplicagdes do microarranjo de cDNA nas ciéncias clinicas.

Ciéncias Clinicas

Aplicagoes

Endocrinologia

Identificagdo de genes envolvidos na
diferenciacdo celular com o uso de células
transfectadas; analise de efeitos regulatérios de
hormoénios na expressdo génica de varios
tecidos no organismo

Microbiologia

Parte-se do sequenciamento do genoma
completo do microorganismo: para analisar o
padrdao de expressdo génica e entender a
funcionalidade na identificacdo de genes
importantes para o desenvolvimento de
farmacos e moléculas inibidoras de seus
mecanismos patogénicos.

Imunologia Andlise de expressdo génica do sistema imune
em condicdes normais, auto-imune e em
doencas infecciosas.

Oncologia Andlise da expressao génica para identificar

genes envolvidos no processo de
desenvolvimento do tumor; Anadlise do padrdo
de expressdo génica para classificacdo e
diagndstico de cancer; Andlise comparativa do
perfil de expressdo génica de tumores benignos
e malignos; Abordagem genb6mica para
gerenciamento e tratamento do cancer de
mama.

ToxicogenOmica

Analise do perfil de expressdo génica de células
expostas de novas drogas destinadas ao uso
medicinal.

Desenvolvimento

Andlise comparativa do perfil de expressdo
génica em organismos distintos como bactérias,
fungos, nematodas, Drosdfila e camundongos.

Genética

Anadlise e identificagdo de mutacbes especificas
no genoma de individuos, familias e populagoes.

Gerontologia

Anadlise comparativa do perfil de expressdo
génica de tecidos de diferentes idades para a
identificagdo de genes envolvidos no processo
de envelhecimento e doengas ligadas ao
envelhecimento.

Fonte: MELLO-COELHO e HESS (p. 1549, 2005).
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Uma das variacdes da técnica de Microarranjos é a
Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH). Esta técnica foi
desenvolvida para a investigacdo de aneuploidias genéticas, isto &,
alteracdo de copias de DNA no genoma. Antes da era dos Arrays, esta
técnica era realizada pela hibridizacdo do DNA genémico extraido da
amostra de interesse e de uma amostra controle (representando a
referéncia) a uma superficie contendo cromossomos metafasicos. O
padrdo de fluorescéncia ao longo dos cromossomos servia de
indicativo de ganhos e perdas de copias de DNA. Com o advento dos
Chips de DNA, plataformas contendo DNA gendmico ou cDNA sao
utilizadas ao invés de cromossomos metafasicos. A razdo da
fluorescéncia nos spots de DNA indica as variagcdes no numero de
cOpias das determinadas regides do DNA, mapeando o genoma para
possiveis alteracdes cromossomicas.

A técnica de CGH é muito utilizada no monitoramento de
cancer. Em tumores de mama, por exemplo, algumas alteragdes no
numero de copias de regides do cromossomo 20 sdao comuns e estdo
associadas ao progndstico da doenca. A identificacdo da presenca ou
auséncia destas alteracdoes no paciente pode contribuir para o
tratamento e monitoramento da evolugao do cancer. CGH arrays sao
também muito utilizados em pesquisas para a identificacdo de novos
marcadores moleculares para certos tipos de céanceres, na
identificacdo de genes ou regides cromossdmicas envolvidas no
desenvolvimento e progressao desta patologia assim como na
resposta a terapias (PESTOVA et al. 2004).

Estimativas apontam que nos Estados Unidos, mais de
10000 testes genéticos por CGH sdao desenvolvidos anualmente.
Dentre estes, alguns usam plataformas que contem a representacgao
completa do genoma humano. Entretanto, a maioria utiliza
plataformas menores que especificamente acessam o numero de
copias relativas de regides criticas em algumas doencas ou sindromes
(LEE et al., 2007).
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Além desta abordagem para verificar variacdes em
numero de copias, algumas plataformas contém moléculas de DNA
com mutacdes (como delecdbes ou insercdes) associadas a
determinadas doencas ou polimorfismos. Estas plataformas sao
utilizadas para a identificacdo de genes envolvidos em doencgas
humanas ou na predisposicao a estas doengas, ou ainda na resposta
a terapia. Cada uma destas mutagdbes ou polimorfismos esta
representada em um spot da plataforma. O método se baseia no
mesmo principio do Microarray utilizado para a analise da expressao
génica ou na Hibridizacdo Gen6mica Comparativa: o DNA da amostra
em questdo é hibridizado com este painel. Entretanto, a hibridizagao
s6 ocorrera se a amostra do paciente possuir um dado polimorfismo
ou mutacdo, sendo assim possivel identificar os polimorfismos
presentes na amostra do paciente.

A busca de pequenas variacdes no genoma, os chamados
SNPs (lé-se snips) (polimorfismos de nucleotideo Unico), que ocorrem
mais frequentemente em pessoas com certa doencga, tem sido
adotada como método de diagndstico ou progndstico.

Os SNPs formam a classe de polimorfismos genéticos
mais freqlentes entre os humanos. A alteracdo de um nucleotideo
por outro em regides ao redor dos genes sao muito frequentes e
podem agir como marcadores moleculares, auxiliando na localizagao
de genes associados a doencas. Entretanto, quando o SNP ocorre
dentro de um gene, ou muito proximo a ele, pode influenciar
diretamente a funcao deste e consequentemente, contribuir para o
desenvolvimento de um fendtipo alterado. Alguns SNPs podem
auxiliar na predicao de resposta a certos medicamentos, de
susceptibilidade a certos fatores ambientais, como toxinas, e de risco
de desenvolvimento de certas doencgas.

Utilizando a técnica de microarray, é possivel identificar
centenas e milhares de SNPs ao mesmo tempo. Investigadores

utilizam este método para a identificacdo de genes que contribuem
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para o risco da pessoa desenvolver certos tipos de doencas. De fato,
utilizando este tipo de abordagem, ja foram identificados diversos
SNPs envolvidos em disfuncbes como diabetes, anormalidades
cardiacas, doenca de Parkinson e Doenca de Crohn. Além do mais, é
possivel utilizar esta abordagem para identificar polimorfismos
associados a resisténcia a terapias.

Para ilustrar como um investigador pode usar
informagoes obtidas em um SNP array, consideramos a resposta a
certo medicamento como o objeto da pesquisa. Se tivermos dois
grupos de pacientes, um respondedor e outro ndao, o pesquisador vai
procurar no DNA destes pacientes SNPs que se repetem e que sao
exclusivos para um dos dois grupos. Este grupo de SNPs podera
futuramente ser utilizado para a identificacao de pacientes com alta

chance de responder ao tratamento com este medicamento.

Além das aplicagcdbes na area médica ja discutidas,
algumas técnicas moleculares sao também utilizadas para a
realizacao de testes que nao possuem aplicacao medica. Dentro das
opcOes de técnicas moleculares sem aplicagdo médica e cujos
resultados sao oferecidos diretamente ao publico consumidor temos
os testes de paternidade e sexagem fetal (determinacao precoce do
sexo fetal por volta da 7 semana) por analise do sangue materno. Ha
ainda outros que ndo sao oferecidos diretamente ao publico, mas
atendem a genética forense e os estudos de genética de populagdes
tais como a identificacdo humana através da analise do DNA.

Os testes de identificacao humana podem ser utilizados
no auxilio a justica na identificacdo de criminosos; no reconhecimento
de vitimas em acidentes em massa como no Tsunami (Tailandia),
atentado ao World Trade Center (Estados Unidos) e queda de aviao
como no caso do Airbus A330-200 da Air France, (voo 447) no Brasil;

no entendimento cientifico sobre a formagao nos estudos evolutivos;
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e migratorios e na caracterizacdo das variantes genéticas associadas

a certas doencas.

Sexagem Fetal

4

E uma técnica que permite diagnosticar precocemente o
sexo fetal por meio da andlise de DNA fetal presente no plasma
materno, além de posteriormente permitir a realizacdo do diagndstico
pré-natal nao invasivo de outras enfermidades tais como B-
talassemia, doenca falciforme, acondroplasia, hemofilia, doencas com
padrao de heranca recessiva ligada ao X e outras como a
aloimunizagao Rh e pré-eclampsia.

A partir do primeiro trimestre de gestacdo as células
fetais aparecem na circulagdo maternal e s6 desaparecem 2 a 3 horas
apos o parto. A medida que a idade gestacional vai avancando ha um
aumento da quantidade de DNA fetal que por volta da 52 a 63
semana de gestacdo ja é préoxima a 10 cépias do DNA fetal/mL de
plasma (MARTINHAGO, 2006).

A determinacao do sexo fetal através da técnica de PCR,
(convencional, nested ou em tempo real) a partir da 8@ semana vem
sendo descrita por laboratérios de diferentes paises. Este teste se
baseia na amplificacdo a partir do DNA livre fetal presente no plasma
materno, de alguns marcadores do cromossomo Y que podem ser: o
DYS14 (presente em multiplas cépias), o gene SRY (responsavel pela
diferenciacdo testicular e determinagdao do fendétipo masculino e
presente em coépia Unica) ou mais recentemente o gene TSPY (Tests-
Specific Protein Y-encoded). Como apenas individuos do sexo
masculino carregam o cromossomo Y, sua presenca indica um
menino e por exclusdao sua auséncia indica uma menina.

Para a realizacdo do exame é necessaria a coleta do
sangue materno, extragcao do plasma e amplificacao do fragmento
alvo por PCR utilizando-se, por exemplo, os primers para o gene SRY.
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Como controle de amplificacdo todos os extratos devem ser
submetidos a amplificacdo de um fragmento do gene da B-globina
humana. A amplificacao de um fragmento de 472pb do gene SRY
(COSTA, et al, 2008) deve ser interpretada como indicativo de feto do
sexo masculino.

O teste de sexagem fetal ndo é indicado para gestacao
inferior a 7 semanas, devido a pouca disponibilidade de DNA fetal, o

que pode levar a resultados inconclusivos.

Teste Paternidade

Desde a anadlise de DNA Fingerprinting (identificacdo
genotipica) proposta por Alec Jeffreys na década de 80, a
determinacao da identidade genética pelo DNA revolucionou a
genética forense e se tornou rotineiramente aceita em processos
judiciais.

A identificacgao humana por DNA, por ser uma
poderosa ferramenta na identificacdo de vinculo genético, popularizou
os testes de paternidade. No Brasil esses testes sao feitos em
laboratérios particulares (com ou sem autorizacao judicial) e nos
laboratérios publicos (com recursos do Estado). Para maior
comodidade, quando o teste for apenas informativo e sem
necessidade de ter valor judicial, o individuo pode adquirir o Kit do
laboratério, coletar a amostra e envia-la via correio para o
laboratério.

O método mais utilizado na determinacdo da vinculagao
familial é a anadlise das regides polimorficas do DNA, ou seja, regides
gue apresentam variabilidade genética. Essas regides sdao pequenas
sequéncias (unidades) ndo codificadoras, que se repetem um numero
variavel de vezes em tandem (consecutivamente) e sdo denominadas

de minissatélite ou VNTRs (variable number of tandem repeats) e
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microssatélite ou STRs (short tandem repeats). Cada unidade varia
de 2 a 7 nucleotideos nos microssatélites (KASHYAP, et a. 2004) ou
de 8 a 80 nucleotideos nos minissatélites (Jeffreys et al. 1985).

O numero de vezes que cada unidade se repete por locus
(local especifico do DNA) é varidvel e especifico para cada individuo.
Em outras palavras, embora todos os individuos possuam o ldcus
para, por exemplo, o VNTR D17539, o numero de repeticdes das
unidades basicas do microsatélite varia de individuo para individuo,
ou seja, cada individuo possui um alelo diferente. Na verdade, cada
individuo pode ainda possuir 2 alelos diferentes, (herdadas da mae e

do pai seguindo o padrao mendeliano) (Figura 19.4).

Alelo com 6 repetigoes
Alelo com 2 repetigoes

Cason®1 -
-

Cason®2 —HH- i
] i==i=i] }Alelos com 3 repeticoes

}
\ 03 EETTTN Alelos com 4 repetigoes
—_— Cason SEEEE }

Alelos com 5 repetigoes

I # VNTR

64 33 45

Figura 19.4: Polimorfismos de microssatélites separados na eletroforese.
Os minissatélites ou microssatélites presentes em cada
alelo (um paterno e outro materno) podem possuir nimeros

de repeticoes diferentes.

Ha varias abordagens que podem ser utilizadas nos testes
de paternidade entre elas as mais significativas sao: o uso de sondas

unilocais e multilocais além do PCR.
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a- Testes de Paternidade com Sondas Unilocais

As sondas unilocais permitem a analise de apenas um
locus VNTR de cada vez, pelo método do polimorfismo de tamanho de
fragmentos de restricdo (RFLP). Esse método consiste na extracao do
DNA, clivagem com uma endonuclease especifica, eletroforese para a
separacdo dos fragmentos de DNA, transferéncia para uma
membrana (Southern Blotting) e hibridizacao com uma sonda de
DNA. A sonda se hibridiza com a unidade basica de repeticao,
especificamente marcada, e a deteccao do produto complementar a
sonda é feita por fluorescéncia ou radioatividade. A clivagem gera
fragmentos de tamanhos diferentes de acordo com o numero de
repeticoes presentes no VNTR. Como os alelos de VNTR possuem
repeticoes diferentes, os fragmentos resultantes terao tamanhos
diferentes. Assim, o padrao de bandas resultantes permite distinguir
duas pessoas exceto gémeos univitelinos.

As sondas unilocais sdao adotadas por alguns laboratorios
por serem sensiveis e facilmente interpretadas. No entanto, seu uso
se torna preciso somente quando o laboratério consulta um banco de
dados, das freqliéncias de repeticdes polimdrficas nas populacoes,
obtido com as mesmas técnicas usadas na determinacdo de
paternidade e aplicado na mesma populacao que o individuo alvo faz

parte.

b- Testes de Paternidade com Sondas Multilocais (impressoes
digitais do DNA)

As sondas multilocais sao conjuntos de sondas que
reconhecem simultaneamente varios VNTRs presente em /oci (plural
de Jocus) distintos, diferentemente das sondas unilocais. Como
resultado é gerado um complexo sistema de bandas resultantes das

hibridizacbes que é altamente discriminatério e por isso essa técnica
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ficou conhecida como DNA Fingerprinting (impressao digital do DNA).
Existemm muitas sondas multilocais para /loci de VNTRs sendo que o0s
mais tipados sao D1S7, D2S44, D4S139, D5S110, D10S28 e D17S39.
No Brasil, o uso de sondas multilocais ndo-isotépica (sonda F10) foi
introduzido em 1988 por um grupo de pesquisadores da UFMG.

A analise dos marcadores VNTRs através da técnica RFLP
com sondas multilocais é tdo precisa que o uso de 5 sondas de VNTR
ja possibilita a precisdao de acerto da paternidade acima de 99,999%
(GOES, RB, n° 65). No entanto, essa técnica ndo é utilizada pela
maioria dos laboratorios por ser laboriosa, necessitar de DNA integro

e em grandes quantidades.

c- Testes de Paternidade PCR/STR (ou repetigdes curtas)

A técnica PCR/STR €é a mais utilizada pela maioria dos
laboratdrios. Consiste na amplificacdo via PCR dos microssatélites de
até 400 pb e apresenta a vantagem de ser usada em situagdes em
gue a quantidade de DNA inicial é pequena. Apds as analises
eletroforéticas dos diferentes alelos que representam os /oci de
microssatélites infere-se pela inclusao ou exclusao da paternidade
(Figura 19.5).
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Observa-se que o primeiro alelo de F Observa-se que o primeiro alelo
(Filho) representado em vermelho é de F (Filho) representado em
coincidente com o primeiro alelo de M vermelho € coincidente com o
(mée). O 2° alelo de F (representado em primeiro alelo de M (mé&e). O 2°
verde) por exclusdo, seu alelo paterno, alelo de F (representado em
ndo migra na posicdo de nenhum dos verde) por exclusdo, seu alelo
alelos do suposto pai (SP). Neste caso, paterno, migra na posicdo de um
0 suposto pai esta excluido como pai dos alelos do suposto pai (SP).
biologico de F. Nesse caso, trata-se de um caso

de incluséo de paternidade.

Figura 19.5. Analise de regides de STR em teste de paternidade.

Quando mais de dois alelos paternos do filho nao sao
coincidentes com os alelos do suposto pai conclui-se pela exclusao da
paternidade (JOBIM, et al., 2008).

Vale ressaltar que a garantia do resultado s6 serd
alcancada se o perito realizar o teste utilizando 2 sondas muiltilocais,
ou 6 sondas unilocais ou pelo menos 15 microssatélites STRs/PCR
(PENA, 1997).

Quando o suposto pai ndo puder ser excluido de ser o pai
bioldgico, isto &, quando nao houver exclusdo de uma paternidade
falsamente imputada, calcula-se o indice de paternidade, a
probabilidade de paternidade e a probabilidade de exclusao que
expressam a verossimilhanca com que o suposto pai pode ser

declarado pai bioldgico da crianca.
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Contudo, para se chegar a um resultado confiavel, é
necessaria uma analise estatistica sobre a frequéncia dos alelos
paternos presentes na populacao da qual o suposto pai faz parte. No
Brasil a distribuicdo de frequéncias alélicas parece nao variar
significativamente entre os diferentes grupos étnicos mesmo com a
forte miscigenacdo (GOES, 2005). No entanto, bancos de dados
alélicos brasileiros tém sido criados e possibilitarao futuramente que
as referéncias alélicas da populacao dos EUA deixem de ser utilizadas
nos testes em DNA brasileiros.

Com o avango da tecnologia, 15 /oci de STRs podem ser
amplificados em uma Unica reacao de PCR utilizando-se varios pares
de primers (PCR multiplex) ou entdo cada /locus de microssatélite é
amplificado usando primers marcados com diferentes corantes
fluorescentes (PCR/STRs fluorescente). A seguir o produto
amplificado é detectado através de seus respectivos tamanhos,
através da migracao em gel de eletroforese capilar. Comercialmente
estao disponiveis varios kits para a analise automatizada em sistemas
multiplex fluorescente tais como: Profiler PlusTM  (analisa 10
marcadores), o kit Power Plex® (para 16 STRs), e o IdentifilerTM (16
marcadores) (KASHYAP et al., 2004).

Pratica Forense

A pratica forense permite a identificacdo de pessoas
através da aplicacdo de técnicas cientificas dentro de um processo
legal. Pode ser utilizada para a identificacgdo de cadaveres e restos
humanos em casos de desastres em massa, em casos de exumacao
de restos bioldgicos para determinacao de vinculo genético e em
investigagao criminal.

Os métodos laboratoriais empregados na pratica forense

sdao os mesmos usados nos testes de paternidade, ou seja, a
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investigacdo recorre a extracdo do DNA seguido da amplificacdao de
regioes do genoma que apresentam maior variabilidade genética,
como o0s micro e minissatelites descritos anteriormente.

Qualquer tipo de tecido ou fluido bioldgico pode ser
utilizado como fonte de DNA, no entanto uma pesquisa recente,
realizada por pesquisadores da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (FOP), indica que o contato do tecido d&sseo com
temperatura acima de 400°C por 10 minutos resulta em danos que
impedem a analise do DNA. Esse dado é muito importante e deve ser
considerado antes de se tentar esclarecer um inquérito utilizando a
analise do DNA para identificar vitimas, uma vez que o sucesso da
analise depende do tipo de amostra e de como ela foi preservada.

Seguindo essa mesma linha faz-se necessario avaliar a
resisténcia do DNA de cadaveres ou partes deles que ficaram
submersos ou imersos na agua por muito tempo. Sabe-se que a taxa
de degradacdo do DNA é dependente da temperatura, umidade,
intensidade de luz e contaminagao por microorganismos.

Como dentes e 0ssos sdo os elementos corpdreos mais
resistentes a fatores exdgenos, MUSSE (2007) analisou o potencial de
recuperacao do DNA obtido de dentes humanos imersos na agua doce
e salgada e observou que o DNA extraido de dentes imersos em agua
doce apresentou maior sucesso de amplificagao.

Quando o DNA nuclear nao oferecer condicdes adequadas
para a analise, isto é, quando estiver muito degradado (incéndios,
desastres aéreos) ou nao disponivel como nos fragmentos de cabelo
sem bulbo, pode-se recorrer ao DNA mitocondrial (mtDNA).

O DNA mitocondrial é encontrado em uma organela
citoplasmatica denominada mitocondria e possui 16.569 nucleotideos
arranjados em uma dupla fita circular. Uma fita ou cadeia H (heavy)
€ rica em guaninas e a outra, a cadeia L (/ight) é rica em citosinas.
Os genes presentes no mtDNA codificam RNA ribossomico e de

transferéncia e algumas enzimas da cadeia fosforilativa.
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A maior parte de seu genoma é codificante, no entanto,
existe uma regiao de aproximadamente 1 kb denominada de regiao
D-loop ou regiao controle. A D-loop possui duas regidoes, HV1 e HV2,

hipervaridveis que tem sido explorada para a identificagcdo humana.

DNA mitocondrial, cromossomo Y e antropologia

Desde o final dos anos 80, os estudos baseados em
analises de DNA mitocondrial e do cromossomo Y tém contribuido
para o melhor entendimento de questdes antropoldgicas.

Através da transmissao dos haplotipos (bloco de genes
transmitidos dos pais para os filhos) do mtDNA e do cromossomo Y é
possivel estudar as populagdes atuais, fazer inferéncias sobre as
raizes filogenéticas passadas e estudar populacdes passadas (DNA
obtido de mumias ou ossadas arqueoldgicas) para reconstituir
importantes informagdes genéticas sobre a evolugdo humana. Porém
€ importante destacar que o estudo dos haplétipos do cromossomo Y
s6 fornece informagdes sobre os antepassados do sexo masculino
enquanto, que os haplétipos mtDNA sé permite resgatar informagoes
sobre os antepassados do sexo feminino.

O cromossomo Y apresenta trés partes distintas. Duas
pequenas regides homdlogas ao cromossomo X que se recombinam
com este, e uma terceira parte (mais de 90% do cromossomo) que é
exclusiva do Y e é doada em bloco sem recombinacdao de pai para
filho. Essa regidao do cromossomo Y tem sido utilizada também para
realizar teste de paternidade quando a mae ja é falecida ou se recusa
a participar da pericia, ou em situacbes forenses quando ha
contaminacdo de amostras biolégicas de um homem e de uma
mulher.

No Brasil, os marcadores de linhagens genealdgicas
masculina (patrilinhagem) e feminina (matrilinhagem) foram

utilizados por Pena (1997), para entender o quanto das genealogias
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amerindias, européias e africanas contribuiu para a composicao da
populacao brasileira. Os resultados obtidos indicam que a imensa
maioria das patrilinhagens é européia, enquanto que a matrilinhagem
€ composta por 33% de amerindias, 28% de africanas e 39% de
européias. Em outras palavras 114 milhdes de brasileiros tém
heranca materna amerindia ou africana.

Os estudos mostram que as contribuicdes do mtDNA e do
cromossomo Y podem servir também para reconstruir as rotas de
migracao humana (estudos indicam que a populacao humana
descende de um ancestral comum denominado mitocéndria de EVA),
estudar a origem do homem no continente australiano (KUMAR, et al,
2009) e no americano.

A possivel rota de migracdao para a América do Sul,
segundo um estudo publicado em 2008, na American Journal of
Physical Antropology por uma equipe de dgeneticistas brasileiros
(Bortolini, Santos e Bonatto) e um antropdlogo (Gonzalez-José), se
deu em uma Unica grande onda de migragdo vinda do norte da Asia
via estreito de Bering ha 18 mil anos atras. Através da analise do
mtDNA, do cromossomo Y e de dados anatbmicos de cranios de
populagdes extintas, a equipe concluiu que toda a diversidade
bioldgica humana presente nas Américas descende desse grupo
primordial de cacadores-coletores.

Por isso, Pena e colaboradores defendem o argumento de
gue raca é apenas uma definicao social (baseado em caracteristicas
fisicas) e cultural, ja que do ponto de vista genético nao houve entre
os diferentes povos variabilidade suficiente para que certos grupos
possam ser classificados biologicamente como racgas. Vale lembrar
gue do ponto de vista de genoma dois individuos diferem em apenas
0,01% dos 3,0 bilhdes de pares de base que compdem o DNA
genodmico.

As diferencas fenotipicas observadas é resultado do

processo de selecao natural que fixou alteracdes adaptativas que
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permitiram melhor adequacao as diferentes regides climaticas que o
homem habitou (exemplo: cor de pele, tipo de cabelo, forma do
nariz, etc.) (AZEVEDO, 1987). "Mesmo doencgas ditas 'raciais', como a
anemia falciforme, decorrem de estratégias evolucionarias de
populagdes expostas a agentes infecciosos especificos” (PENA, 2005).

Em adicao, a discussao sobre o conceito de raca é um dos
temas mais controversos e discutidos entre geneticistas e
profissionais de saude, uma vez que esses Ultimos adotam cor e/ou
ancestralidade bioldgica como indicadores de predisposicdao a doencas
ou de resposta a farmacos (ALVES, et al. 2005). Embora bidlogos e
geneticistas ndo aceitem a existéncia do conceito de raga é “fato que
variagdes na freqiéncia de fatores genéticos e nao-genéticos afetam
as taxas de doenca e resposta terapéutica a medicamentos em
diferentes populagdes” (ALVES, et al. 2005, p.112).
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CAPITULO 20: A ANALISE DE DNA POR ELETROFORESE

Co - autores: Elisete Marcia Corréa

Patricia Abrao Possik

Eletroforese de DNA em gel

A anadlise de DNA por eletroforese é uma das técnicas
fundamentais nos laboratdrios de pesquisa e de diagndstico. O principio &
baseado no fato da molécula de DNA possuir carga negativa em valores
de pH neutro ou alcalino e consequentemente, quando aplicado ou imerso
em uma matriz de gel submetida a um campo elétrico, migra em direcdo
ao pélo positivo (an6do). A velocidade da migracdo depende do tamanho
da molécula. Por isso em um dado momento da eletroforese moléculas de

tamanhos distintos se encontram em diferentes pontos da matriz.

O tipo de matriz que é usada (agarose ou poliacrilamida)
depende do tamanho dos fragmentos de DNA que se pretende separar e
visualizar. Devido a diferenca no tamanho dos poros dessas matrizes,
utiliza-se normalmente o gel de agarose para a separacao de fragmentos
que variam de 0,2 kb a 50 kb (1 kb = 1000 pares de bases) e o gel de
poliacrilamida para separacdao de fragmentos pequenos, de até 1kb.
Alternativamente para a resolugao de fragmentos superiores a 1 kb pode-
se utilizar a agarose com baixo ponto de fusao (Low Melting) que é um

tipo de agarose derivada de sintese organica.

Apesar de ser mais efetivo para separar fragmentos pequenos,
o gel de poliacrilamida apresenta algumas desvantagens. Entre elas,
destaca-se o fato da poliacrilamida em solucdo, isto €&, quando nao
polimerizada, ser neurotdxica. Assim, a preparacao do gel exige certa

cautela. Além disso, a preparacdo é mais laboriosa, requerendo a mistura
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de componentes adicionais a poliacrilamida para ajudar na polimerizacao e
mais tempo para que a polimerizacao ocorra propriamente.

Ja o gel de agarose é feito apenas através da mistura de um
tampdo e agarose, nao apresentando toxicidade. A polimerizacao € mais
rapida e o gel pode ser reciclado apos o uso, isto €, pode ser reutilizado
na elaboracdo de outros géis. Além disso, a eletroforese em gel de
agarose pode ser usada como método analitico ou preparativo, isto &,
guando o fragmento de DNA é recuperado e purificado a partir do gel.

Entretanto, dependendo do método utilizado para a
visualizacao do DNA, o gel de agarose pode ser desvantajoso.
Frequentemente se utiliza a coloracdao com brometo de etidio (EtBr), uma
substancia mutagénica. Em adigcdo, para a visualizacdo do DNA corado
com EtBr, é necessaria a utilizacdo de transiluminador de luz ultravioleta.
Para a utilizagdo de tal aparelho e para a o uso do brometo de etidio, é
necessario o cuidado com a biosseguranga ndo somente do manipulador,
mas de todos os que compartilham o uso do laboratério.

Se houver a necessidade de separar fragmentos maiores do
gue 50 kb é necessario utilizar a eletroforese em campo pulsado (pulse-
field gel electrophoresis — PFGE), que consiste, simplificadamente, de um
gel submetido a uma corrente elétrica que se alterna em diregdes
perpendiculares.

A seguir serdo discutidas as quatro etapas necessarias
para a realizacao da eletroforese em gel de agarose, a saber: preparagao
do gel, aplicacdao das amostras, corrida eletroforética e a analise e o

registro dos resultados.

Preparacao do gel:

A agarose, um polissacarideo extraido de uma alga marinha
vermelha e formado por residuos de D e L galactose unidos por ligacdes
glicosidicas a (1—-3) e B(1—-4), € um material gelatinoso e semelhante a

gelatina incolor. Por isso, para se preparar um gel de agarose procede-se
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de modo similar a preparacao de uma gelatina. Dissolve-se uma
guantidade em gramas do pd de agarose, ajustando-se a concentragao
apropriada para separar os fragmentos de DNA presentes na amostra
(Tabela 20.1), em um dado volume de tampdo de eltroforese. Os dois
tipos de tampdao mais utilizados sao TAE (Tris-acetato-EDTA) e TBE (Tris-
borato-EDTA).

Aquece-se a mistura em forno microondas ou utilizando um
bico de bunsen, até que a solucdo fique homogénea e transparente.
Aguarda-se a diminuicdo da temperatura até aproximadamente 50°C e

verte-se em uma forma (um tipo de molde especifico para o preparo do

gel).

Tabela 20.1: Concentracdes de agarose indicadas para a resolucao dos
fragmentos de DNA.

Concentracao de agarose (% Faixa de tamanho dos
[w/v]) fragmentos de DNA
eficientemente separados (kb)
1,0 0,5-10,0
1,2 0,4-6,0
1,5 0,2 -3,0
2,0 0,1-2,0

Adaptado de Sambrook e Russel (2001).

Sobre a solugao ainda morna coloca-se um pente (uma tira de
teflon denteada que ficaréa a 1 mm acima do fundo da forma) que servira
como molde para produzir diversas cavidades (pocos) no gel. Essas
minusculas cavidades ndo chegam a atravessar o gel e servirdo como
reservatorios onde as amostras de DNA serdo aplicadas. Ao esfriar e
polimerizar, a agarose fica com o aspecto turvo e com resisténcia

diretamente proporcional a concentracao de agarose utilizada.
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A seguir, a forma contendo o gel é colocada no interior da
cuba de eletroforese horizontal (Figura 20.1). Na cuba o gel encontra-se
entre fios de platina que atuam como catodo e anodo provocando a
passagem de corrente elétrica gerada por uma fonte de eletricidade.
Adiciona-se o0 mesmo tampdao usado para fundir a agarose em quantidade
suficiente para que o gel fique totalmente imerso tomando-se o cuidado
para que o nivel de tampado fique pelo menos 1 mm acima do gel. A seguir

retira-se cuidadosamente o pente.

migracao &

Figura 20.1: Representacao esquematica dos equipamentos necessarios para a
realizacdo da eletroforese em sistema horizontal (cortesia de
Adriana Medaglia).

Aplicacao das amostras:

Antes da aplicagdao, as amostras de DNA deverao ser
misturadas a um tampao de amostra. O tampdo de amostra contém
corantes e reagentes de alta densidade (sacarose, glicerol ou ficol). Estes
ultimos asseguram que a amostra de DNA entre no poco pela forca da
gravidade. Ja os corantes, azul de bromofenol e o xileno cianol, facilitam a
aplicacdao da amostra no gel (acrescentam cor na amostra) e auxiliam no
monitoramento da corrida, jd que apresentam velocidade conhecida

durante a migracao na matriz em direcao ao pélo positivo. Por exemplo, o
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azul de bromofenol migra juntamente com um fragmento de DNA de
aproximadamente com 0,3kb e o xileno cianol com um fragmento de 4 kb
em géis de agarose de 0,5 a 1,4% em TAE. Ha ainda corantes que
migram mais rapidamente, como o Amarelo G, que acompanha
fragmentos menores que 100pb. Estes corantes podem ser adicionados
simultaneamente no tampdo de amostra, ou utilizados individualmente,
dependendo da disponibilidade e objetivo do experimento.

Para permitir uma estimativa visual do tamanho dos
fragmentos de DNA de uma dada amostra é necessario aplicar em um dos
pocos o marcador de massa molecular (/ladder). O ladder é uma mistura
de diversos fragmentos de DNA de tamanhos e concentragdoes conhecidos,
gerados a partir da digestdo de plasmideos (tipo de DNA circular presente
em bactérias) com enzimas de restricdo. Ele permite inferir, por
comparagao, o tamanho dos fragmentos presentes na amostra analisada.

Existem no mercado diversos tipos de /adders, que variam no
tamanho dos fragmentos de DNA presentes na solugao. Dentre os mais
utilizados, destacam-se os marcadores Ladder 1kb, que contém 13
fragmentos que vao de 0,3 a aproximadamente 10 kb; e o Ladder 100bp
que contém 14 fragmentos que variam de 0,1 a 5 kb, com duas bandas

de alta intensidade em 1,5 e 2 kb.

Corrida de eletroforese:

Apds a aplicagdo das amostras, encaixa-se a tampa da cuba
contendo os cabos que permitirao a conexao entre a cuba e a fonte de
corrente continua.

Para se determinar a voltagem que sera utilizada deve-se
computar a distancia entre os eletrodos e ndo o comprimento do gel.
Geralmente usa-se uma voltagem de 1 a 5 V/cm. Voltagens excessivas ou
muito baixas interferem na mobilidade do DNA e causam distorcdes na
migracao. Para cubas rotineiramente utilizadas pela maioria dos

laboratérios de pesquisa, a voltagem varia entre 50 e 110 V.
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Durante a corrida o DNA saira do pogo, penetrara no gel,
migrando em direcdo ao podlo positivo. Com isso os fragmentos serdo
separados de acordo com o tamanho. Os fragmentos menores migram
mais rapidamente que os fragmentos maiores, pois eles apresentam
maior facilidade de atravessar os poros da matriz de agarose em diregao
ao polo positivo. Enquanto que fragmentos de mesmo tamanho migram
praticamente juntos.

No caso da utilizacao do azul de bromofenol, quando este
atingir 34 do gel a corrente pode ser desligada. Entretanto, ha variacdes
de acordo com o tamanho do fragmento de DNA de interesse. Se o
fragmento for muito grande, aguarda-se a separacao dos fragmentos
maiores na parte superior do gel e nao ha tanta preocupacao com a parte

inferior. Neste caso, o corante pode até sair do gel.

Analise e registro dos resultados:

O método mais usual para se visualizar o DNA em géis de
agarose é por coloracdo com brometo de etideo (EtBr) de formula
C21H20BrNs. Esse corante se intercala entre as bases dos acidos nucléicos
e, na presenca de luz Ultra Violeta (entre 260 e 360nm), fluoresce em
vermelho alaranjado (590nm). Com este método pode-se detectar uma
quantidade igual ou maior que 10 ng de DNA e a intensidade de
fluorescéncia emitida é proporcional a concentracao de DNA presente na
amostra. O brometo de etideo pode ser utilizado de 3 diferentes formas:
aplicado diretamente no gel (uso mais frequente), no tampao da amostra
a ser aplicada, ou apds a corrida quando o gel é submergido em solucdo
de EtBr.

No entanto, ndao é recomendada a incorporacdo do brometo de
etideo no gel porque esse corante interfere no padrao de migracdo das
diversas conformacoes que a molécula de DNA pode assumir. Segundo, e
ndao menos importante, devido a contaminacdao da vidraria, da cuba e

demais utensilios usados na preparagao do gel.
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Corantes fluorescentes atdxicos sao boas opgOes alternativas
(Yung-Sharp e Kumar, 1989) para visualizar o DNA. Alguns exemplos
disponiveis no mercado sao: o Azul de Metileno (Flores, et al, 1992), que
nao apresenta potencial mutagénico e nao requer luz U.V, embora
apresente a desvantagem de ser pouco sensivel; o Sybr Safe®, um
corante fluorescente que cora o DNA no gel de agarose e no gel de
poliacrilamida exibindo a mesma sensibilidade que o brometo de etideo e
visualizado no transiluminador de luz azul; e o GelRed e o GelGreen que
pelo fato de serem termoestaveis podem ser adicionados antes da
homogenizagao do gel.

Os grupos de moléculas de mesmo tamanho que migram na
matriz de agarose assumem a forma do poco e constituem as formas
chamadas de bandas de DNA. Apds a visualizagdo os resultados
geralmente sao fotodocumentados. No caso de géis corados com brometo
de etidio, as fotos devem ser adquiridas sob luz ultravioleta. Para tal,
utiliza-se filme Polaroid (branco e preto) ou um software capaz de
transformar em imagem a intensidade relativa de fluorescéncia emitida
pelas bandas de DNA captadas por uma camera fotografica digital. Em
alguns laboratoérios, a fim de minimizar os potenciais efeitos danosos da
luz ultravioleta, o gel corado com brometo de etidio € colocado dentro de
uma camara e a luz U.V sé é ligada com a camara fechada. Uma camera

acoplada registra a foto do gel.

Fatores que influenciam a migracao do DNA:

A mobilidade eletroforética do DNA através do gel de agarose

é influenciada por varios fatores que serao discutidos a seguir.
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a- Tamanho e conformacao do DNA

O tamanho dos fragmentos de DNA é o principal fator que
influéncia a migracao em gel de agarose. Pode-se dizer que este seria o
fator critico e alvo da analise.

Uma molécula de DNA migra na matriz de agarose com
mobilidade inversamente proporcional ao logio de sua massa molecular,
gue, por sua vez, é funcdo do tamanho e da forma da molécula. Assim, o
tamanho do fragmento do DNA em pares de base, ou seja, sua sequéncia
linear, é o fator que, em principio, deveria influenciar a migracao no gel.
Entretanto, nem sempre o DNA encontra-se linear e descondensado e tais
fatores podem alterar a migracao do fragmento no gel, pois interferem na
passagem da molécula de DNA pelos poros.

As moléculas de DNA circular podem assumir formas como:
relaxada (com corte, isto €, nick) ou superenovelada (supercoiled). Estas
formas nao migram de acordo com o tamanho do DNA durante a
eletroforese, podendo atravessar a malha do gel em velocidades
superiores ou inferiores ao padrao.

No entanto, quando estas moléculas circulares sdao
linearizadas, ou seja sao clivadas em um ponto e assumem uma forma
linear, entdo a corrida na eletroforese obedece ao tamanho da molécula.
Sob algumas condicdes, a forma circular superenovada migra mais
rapidamente que a forma linear; e sob outras condicdes acontece o
inverso.

Outro exemplo é o DNA genbmico, pois sua estrutura
condensada e complexa nao permite que os fragmentos migrem de acordo
com o tamanho em pares de base e sim, figuem presos nos poros do gel
devido a sua estrutura densa e irregular que nao permite que os
fragmentos atravessem.

Assim, a mobilidade das formas do DNA no gel nao depende
somente do tamanho da molécula, mas da densidade, torcao do DNA e de

outros fatores que serao discutidos a seguir.
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b- Concentracao de agarose

A concentracao da agarose desempenha papel importante na
separacao eletroforética, pois determina a porosidade do gel, que por sua
vez, influencia diretamente na capacidade de migracdao das moléculas de
DNA. Portanto, o tamanho dos poros desta matriz é inversamente
proporcional a concentracdo de agarose utilizada e diretamente
proporcional ao tamanho dos fragmentos de DNA que se des