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1. INTRODUCAO
Hemoglobinopatias sdo desordens hematolédgicas devido a alteragbes moleculares
na estrutura genética de uma determinada hemoglobina. As hemoglobinopatias
podem ser separadas em hemoglobinas variantes (Hemoglobina S, C e H) e
talassemias (alfa ou beta). A eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose é
comumente executado para a caracterizagao deste tipo de doenga. No pH alcalino, a
hemoglobina é carregada negativamente,com isso, ela ir4d migrar para o catodo.
Hemoglobinas normais, como a A, A2, e F sdo separadas umas da outras em
bandas distintas. As hemoglobinas variantes como a hemoglobina S, por exemplo,
irdo se separar dessas hemoglobinas normais, em bandas distintas.
2. METODOLOGIA
Este projeto faz parte do projeto “Caracterizacdo molecular das hemoglobinas
variantes e talassemias em pacientes do LAS-CBB-UCG” que esta sendo
desenvolvido no Laboratério de Engenharia Genética do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Goids. As amostras serdo de pacientes
atendidos no laboratério escola do Departamento de Biomedicina da Universidade
Catdlica de Goias, a participagdo no estudo é voluntaria e s6 sera realizado
mediante consentimento por escrito. O sigilo de todas as informacdes sera
assegurado pelos participantes da equipe de trabalho. O material utilizado para o
estudo sera o sangue obtido por pungéo venosa de veias periféricas e coletadas em
tubo a vacuo ou em frascos estéreis contendo anticoagulante EDTA (etileno-diamino
tetracético) a 10%.
METODOS
Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino:
a) Solucao hemolisante: Saponina 1% (Naoum, 1999).

Saponina PA 1,0 g e Agua destilada gsp. 100,0 mL

b) Suporte: acetato de celulose (Dolles)

c) Tampéao: Tris-EDTA-Borato segundo Marengo-Rowe, 1965.
Tris (hidroximetilaminometano) 14,5g (0,12 M), Acido etilenodiaminotetracético
1,5g (0,005 M), Acido Bérico 0,99 (0,015 M), Agua destilada gsp.1000mL. Acertar
0 pH para 7,8, 8,0,8,4¢e9,0.

d) Tampéao: Tris-EDTA-Borato segundo Naoum, 1999.
Tris (hidroximetilaminometano)10,2g (0,084 M), Acido etilenodiaminotetracético
0,69 (0,002 M), Acido Bérico 3,2g (0,052 M), Agua destilada gsp.1000mL. Acertar
0 pH para 8,5.
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e) Tampéao: Tris-EDTA-Borato (1X) segundo Maniatis, 1989.
Tris (hidroximetilaminometano)10,8g (0,090 M), Acido etilenodiaminotetracético
4,0mL (pH8,0) (0,002 M), Acido Borico 5,59 (0,090 M), Agua destilada
gsp.-1000mL. Acertar o pH para 8,2 e variar a concentragdo para 0,2X, 0,3X,
0,4X, 0,5X, 0,65X, 0,80X, 1,5X e 2,0X.
f) Tampéao: Tris-EDTA-Borato (0,5X — alterac@o da concentragdo de acido bérico em
relacdo ao protocolo do Maniatis, 1989) — Tampao 1 Tris (hidroximetilaminometano)
5,4 (0,090 M), Acido etilenodiaminotetracético 4,0mL (pH8,0) (0,002 M), Acido Bérico
3,46 (0,090 M), Agua destilada gsp.500mL. Acertar o pH para 8,2

g) Tampdo: Tris-EDTA-Borato (0,5X - alteracdo da concentragcdo de Tris
(hidroximetilaminometano)em relag&o ao protocolo do Maniatis, 1989). — Tampéao 2 -
Tris (hidroximetilaminometano) 6,78 (0,090 M), Acido -etilenodiaminotetracético
4,0mL (pH8,0) (0,002 M), Acido Bérico 2,75 (0,090 M), Agua destilada gsp.500mL.
Acertar o pH para 8,2.

h) Tampéao: Tris-EDTA-Borato (0,5X - alteracdo da concentracdo de acido borico e
de Tris (hidroximetilaminometano) em relac&o ao protocolo do Maniatis, 1989). - Tris
(hidroximetilaminometano) 6,78 (0,090 M), Acido etilenodiaminotetracético 4,0mL
(pH8,0) (0,002 M), Acido Borico 3,46 (0,090 M), Agua destilada gsp.500mL. Acertar
0 pH para 8,2.

i) Tampé&o: Tris- glicina (1X) (Maniatis, 1989) — Glicina (0,019 M) 14,26 g; Tris (0,025
M) 3,03 g. Agua destilada gsp 1000ml. Acertar o pH para 8,7 e variar a concentrag&o
para 0,5X.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realizacdo deste trabalho a primeira etapa foi realizar uma eletroforese em
acetato de celulose utilizando o tampdo Naoum como padrdo. Nessa eletroforese
foram analisadas as migracdes eletroforéticas das hemoglobinas A, C e S, as quais
foram previamente testadas e confirmadas por cromatografia em HPLC.

Utilizando o tampé&o TEB, segundo Marengo em pH diferentes (7,8; 8,0; 8,4; 8,9 e
9,0.), observou-se uma menor separacao entre as bandas eletroforéticas associadas
as hemoglobinas A, C e S. Em todos os pH testados os resultados obtidos
apresentaram menor separacdo em relagéo ao tampéo de referéncia.

As eletroforeses utilizando o tampdo TEB, segundo Maniatis 0,3X e 0,5X
apresentaram uma melhor separagéo que a obtida com o tampé&o de referéncia. A
maior separacéo foi obtida com tampéo 0,3X, entretanto nessa condi¢do ocorreu
uma perda de nitidez na visualizacdo das bandas eletroforéticas. Assim, definimos o
tampédo TEB, segundo Maniatis na concentragdo de 0,5X como o0 que apresentou
melhor condi¢&o para separacéo e visualizagcdo das hemoglobinas testadas.
Realizamos também, a separacao eletroforética utilizando o tampéo TEB, segundo
Maniatis, com modificagdes na concentracdo de cada composto da solugéo.
Aumentamos a concentracdo apenas do &cido bdrico (tampéo 1), apenas do tris
(tamp&o 2) e ambos componentes, acido boérico e tris (tamp&o 3). Os resultados
obtidos demonstraram que a variagdo da concentragdo dos componentes nao
permitiu uma separacgéo eficaz das hemoglobinas testadas.

Enfim, quando utilizamos o tamp&o Tris-glicina, segundo Maniatis, observamos que
a concentragdo 0,5X foi a que promoveu uma maior migragcdo das hemoglobinas,
porém, uma discreta separacdo entre as mesmas, quando comparado com o0
tampdo TEB, segundo Naoum. Entretanto, estes resultados quando comparados
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com o tampao TEB, segundo Maniatis a 0,5X, apresentou uma menor separagao
entre as hemoglobinas.
4. CONCLUSAO

Concluimos que para a utilizacdo da metodologia da eletroforese alcalina em acetato
de celulose, o tampdo TEB, segundo Maniatis na concentragdo de 0,5X foi o que
apresentou melhores resultados, mostrando ser o mais eficiente na separacdo das
hemoglobinas A, S e C.
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