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DESCRICAO

“Processo de andlise de hemoglobina por
electroforese capilar, estojo para a electroforese
capilar e utilizagdo de um agente de diminuigao do

caudal num tal processo”

A invencédo presente diz respeito a um processo de
separacdo da hemoglobina por electroforese capilar bem como
a composicdes de tampdes Uteis para essa separacdo, e a
estojos de anédlise da hemoglobina por electroforese

capilar.

Para analisar a hemoglobina A, e as variantes da
hemoglobina, nomeadamente, em liguidos bioldgicos, tal como
no sangue, com objectives analiticos e nomeadamente de
diagnéstico, e portanto para separar as hemoglobinas por
electroforese, conhece-se a utilizacdo das técnicas de
electroforese capilar (EC). Por hemoglobinas, entende-se
neste documento qualgquer hemoglobina normal ou ndo, e as
variantes destas hemoglobinas. Um dos interesses da
electroforese capilar reside no facto de gue apenas séo
necesséarias quantidades muito  pequenas dos liquidos
bioldégicos a analisar. Além disto, a separacdo por esta
técnica pode ser muito rapida, na medida em gue se podem
utilizar voltagens muito fortes sem que a amostra sofra um

aquecimento muito grande durante a separacdo.



Deste modo, a técnica de eleicdo é a andlise por
isocelectrofocalizacdo capilar (ClEF). Este método permite
obter uma resolucdo elevada entre as diferentes formas de
hemoglobina (Hempe) (7). No entanto a sua automatizacdo é
dificil e a necessidade de se utilizarem capilares
revestidos, também denominados capilares «coated» para
suprimir o caudal electro-osmbético, torna-se dificilmente

compativel com as andlises efectuadas em séries.

Pode ser utilizada uma outra técnica, denominada
técnica de «duplo revestimento dindmico», nomeadamente com
os estojos vendidos sob a designacdo de «Analis HbA,-CE
kit» ou de «CEofix HbA, CE kit» da Analis. Esta técnica
implica uma primeira lavagem do capilar com uma solucéo
contendo um policatido, com um pH de 4,7, seguida por uma
segunda lavagem com um tampdo de andlise contendo um
polianido, a um pH de 8,7. Neste método de «double-coating»
ou duplo revestimento, a quantidade de cargas negativas
presentes sobre a parede interna do capilar é ainda mais
elevada do que sobre a existente num capilar nu, de tal
modo que o caudal osmético é ainda mais importante. Este
método de double-coating dindmico ndo permite no entanto
uma separacédo suficiente entre as fraccdes HbA,, HbC e HbE.
Isto torna impossivel a andlise quantitativa da fraccédo
HbA, em presenca dos variantes HbC ou HbE. Além disto, uma
vez que as fraccdbes HbS e HbD ocupam a mesma posicdo na
electroforese, ¢é necessdria uma anédlise complementar em

meio acido para determinar o tipo de variante presente na



amostra. Por ultimo, o duplo revestimento deve ser reposto
entre cada andlise de amostra, o que torna este método
pesado e dificil de wutilizar para grandes séries de

determinacdbes.

De acordo com o) WO 97/04.308, em
electrocromatografia, utilizam-se poliaminas livres para a
separacdo de enantidmeros. Por outro lado, na US 5.447.612
descreve-se que se podem utilizar determinados sistemas
tampdo especificos para se manterem o0s gradientes de pH

necessarios para a isoelectrofocagem.

Por outro lado, foram descritas separacdes de
hemoglobinas em solucdo livre, mas elas ndo respeitam os
critérios de precisdo, de resolucdo ou de rapidez que se
esperam para racionalizar as andlises das hemoglobinas por
EC. A US 5.536.382 propde um método de anédlise dos
constituintes das amostras, e descreve nomeadamente
amostras de sangues previamente misturados com um reagente
marcado especifico. Em FSCE, descreve-se a anédlise de uma
hemoglobina glicada, sendo o reagente marcado especifico
para a hemoglobina humana Al1C. Ishoka (1) (1992) descreve a
separacdo de hemoglobinas utilizando um tampdo de borato
(100 mM), a um pH de 9,98, com periodos de migracdo da
ordem dos 50 minutos, portanto incompativeis com a duracédo
das anaédlises das hemoglobinas tal como s&do feitas hoje em
dia. O mesmo tipo de tampdo, em condigcdes semelhantes de
concentracdo e de pH (Jenkins) (3), (4) e (5), ndo permite

sendo resolucgdes insuficientes das fraccdes HbA, HbF e HDbS.



Sahin (2) descreve condic¢des de pH mais &cido, mas apenas a
obtencdo de resultados muito insuficientes para a resolucgédo
entre as fraccdes HbA, HbF, HbS e HbA, com concentracdes
menores (20 mM) em borato, ou com barbital (50 mM), a um pH
de 8,5, e igualmente muito insuficientes para a resolucédo
entre as fraccdes HbA, HbS e HbA, para o tampdo Tris (1 M)
a um pH de 8,0. Para além disto, utilizaram-se associacgdes
Tris/Arginina (Shihabi) (6), e ainda que permitam a
separacdo HbA/HbS, as fracgdes HbC/HbE e HbA, ndo sdo
resolvidas. Por ultimo, as patentes US 5.202.006 e US
5.439.825 que descrevem a utilizacdo do barbital ou do
etilbarbital, né&do permitem obter sendo fracas resolucdes

entre os principais Hbs, que sdo os HbA, HbF, HbS e HbC.

Subsiste portanto uma necessidade de um método de
anadlise da hemoglobina e nomeadamente da hemoglobina A,
que permita a anédlise num sb passo, e sem um revestimento
duplo, gque se possa levar a cabo automaticamente e em
série, e que garanta uma resolucéo satisfatéria,
nomeadamente entre as formas HbA,, HbC, HbD, HDbE, HbLS, HbLF

e HDbA.

A entidade solicitante demonstrou agora que
utilizando um tampdo de andlise zwiteridnico associado a um
dispositivo de diminuicdo da velocidade do caudal,
nomeadamente em EC em solucdo livre, ¢é possivel obter-se
uma separacdo largamente melhorada das fracgdes evocadas
acima, num sbé passo, evitando deste modo as separacdes

complementares, e sem revestimento duplo, o que simplifica



a concretizacdo. De preferéncia, trata-se de um processo de
electroforese capilar em solucdo livre que se utiliza (FSCE

significando «Free Solution Capillary Electrophoresisy»).

Deste modo, a invencdo presente diz respeito a
separacdo das hemoglobinas por electroforese capilar, em
amostras bioldgicas, processo no qual se faz passar a
amostra bioldgica contendo as hemoglobinas referidas por um
capilar contendo um tampdo de analise, incluindo pelo menos
um passo no qual se introduz a amostra num tubo capilar
contendo uma solucdo de tampdo de anadlise, e em que o
tampdo seja do tipo zwiteridnico e esteja associado a pelo
menos um Sistema de diminuicdo do caudal. A este passo
segue-se em geral a separacdo das hemoglobinas, por

migracdo, e a deteccdo das diversas variantes.

A titulo de tampdo zwiteridnico, utiliza-se de
acordo com a invengdo um tampdo zwiteridnico tamponizando
entre os valores de pH 8 e 10, e incluindo pelo menos uma
funcdo amina, e pelo menos uma funcdo &cido, e pelo menos
uma funcdo hidroxilo em posicédo oposta a funcédo &acido. Por
funcdo &cido, entende-se neste documento nomeadamente a
funcdo &cido carboxilico ou a funcdo &cido sulfdénico. Este
tampdo zwiteridnico pode ser formado por uma ou por duas
moléculas: para o caso em que a funcdo amina exista numa
primeira molécula que ndo tem funcdo 4acido, esta primeira
molécula estard associada a uma segunda molécula gque tenha
uma funcdo 4acido, nomeadamente uma funcdo adcido carboxilico

ou sulfdénico, ou a de um aminodcido. Pode citar-se, a



titulo de exemplo, a glicina como aminoacido.

De acordo com a invencéo, 0s agentes de
diminuicdo da velocidade do caudal sdo do tipo diamina ou
poliamina, alifdtica ou ciclica. Eles s&o escolhidos de
entre as diaminas ou poliaminas aliféaticas e/ou as diaminas
ou poliaminas <ciclicas, por exemplo. Preferem-se as
diaminas ou poliaminas alifaticas. A titulo de diamina
alifadtica, podem citar-se a titulo de exemplo o 1,3-
diaminopropano, o 1,4-diaminobutano, o 1,5-diaminopentano,
o 1,6-diaminohexano, a N,N'-dimetil-1,6-hexanodiamina, a
N,N,N',N'-tetrametil-1,4-butanodiamina, e os seus derivados
e sals aceitéveis. A titulo de poliaminas alifaticas, podem
citar-se a titulo de exemplo a dietilenotriamina, a
espermina, a tetraetilenopentamina, e 0s seus derivados e
sais aceitéveis. Podem utilizar-se os agentes de diminuicéo

da velocidade do caudal em mistura.

A titulo de sal aceitavel, podem citar-se o0s sais
cloridrato ou outros semelhantes. A titulo de derivados,
podem citar-se por exemplo os derivados dos compostos acima
nos gquais um ou uns atomos de carbono da cadeia alifética
seja ou sejam substituido(s) por um uns grupos alquilo,
e/ou um hidrogénio(s) das aminas livres seja ou sejam

substituido(s) por um ou uns grupos alquilo.

A solucdo de tampdo de andlise pode por outro
lado conter outros aditivos, nomeadamente outros aditivos

que visem melhorar a separacdo das diferentes hemoglobinas.



Para além disto, a invencdo diz respeito a
utilizacdo compostos conhecidos pela sua actividade de
agentes de diminuicdo do caudal em electroforese, numa EC
em solucdo livre, associados com pelo menos um tampdo

zwiteridnico.

Tal como aparece nos exemplos que se seguem, a
utilizacdo das associacdes de acordo com a invencdo permite
uma resolucdo muito melhorada da hemoglobina e das
variantes da hemoglobina. Ela permite deste modo melhorar a
exactidéo e a preciséo da anadlise qualitativa e
quantitativa das variantes, em relacéo as analises
realizadas com 0S8 processos conhecidos. Ela permite
igualmente quantificar o HbA;, mesmo na presenca de HbC ou

HbE.

As associacdes entre um tampdo zwiteridnico e um
agente de diminuicéao do caudal da invencéao S&o
especialmente Uteis para a andlise de amostras nas quais
estejam presentes hemoglobinas normais ou seus variantes do
tipo HbA,, HbC, HbD, HbE, HbS, HbF e/ou HbA, para as

detectar ou para as quantificar.

Por ultimo, a invencdo tem como objecto estojos
(ou kits) de anédlise por EC da hemoglobina A, e das
variantes da hemoglobina em amostras bioldgicas, incluindo
pelo menos uma solucdo de tampdo de anédlise contendo pelo

menos um tampdo de analise do tipo zwiteridnico e pelo



menos um agente de diminuicdo do caudal, e eventualmente um
modificador de pH. Deste modo, o0s estojos podem incluir
pelo menos um tampdo de anadlise e um agente de diminuicédo
do caudal de acordo com a invencdo, e uma ou diversas
solucdes de lavagem dos <capilares e/ou Dbarritas de
diluicdo, e/ou um (ou diversos) diluente(s) da amostra a
analisar. Elas podem também comportar além disto, pelo
menos uma solucdo hemolisante. Nestes estojos, o tampdo e o
ou o0s agentes de diminuicdo da velocidade do caudal e
diluente(s) ou outros aditivos, podem estar armazenados em
separado para serem misturados extemporaneamente, ou estar
armazenados Jé misturados. Este estojo inclui
eventualmente, além disto, indicacdes de utilizacdo para se
levar a cabo a anélise e/ou um suporte para um programa de

identificacéo.

Durante a leitura da descricdo pormenorizada que
se segue, dos exemplo e das figuras anexas tornar-se-&o

aparentes outras caracteristicas e vantagens da invencgéao.

A figura 1 represente um electroforegrama de um
sangue humano normal (HbA, HbAy) analisado por
electroforese capilar utilizando uma solucdo de tampédo de

acordo com a invencdo.

As figuras 2 a 5 representam cada uma delas um
electroforegrama de um sangue analisado por electroforese
capilar utilizando a mesma solucdo de tampdo. O sangue

comporta respectivamente as seguintes variantes: fig. 2



:HbF e HbS ; fig. 3: HbC; fig. 4: HbE; fig. 5: HbS e HbD-

Los Angeles.

As figuras 6a, b, ¢, d representam cada uma delas
um electroforegrama de um sangue [(-talassémico, analisado
por electroforese capilar utilizando quatro solucgdes de
tampdo diferentes, baseadas em quatro agentes de diminuicéo

de caudal diferentes.

As figuras 7a, b, ¢, d representam cada uma delas
um electroforegrama de um sangue comportando HbFEF e HDbS,
analisado por electroforese capilar utilizando quatro
solucdes de tampdo diferentes baseadas em quatro agentes de

diminuicdo de caudal diferentes.

As condicdes de realizacdo de uma electroforese
capilar, EC, s&do conhecidas dos técnicos da especialidade.
Elas podem incluir habitualmente uma lavagem dos capilares
com uma solucdo de lavagem, uma lavagem com a solucado de
tampdo de andlise, uma ou diversas diluic¢des eventuais da
amostra, a injecc¢cdo da amostra, a migracdo e a deteccgéo.

Estes passos podem ser conduzidos por autdmatos.

S&do condicgdes de realizacdo de uma electroforese
capilar, por exemplo, as condigdes de utilizacdo do

autédmato Capillarys (SEBIA).

A titulo de tampdo zwiteridnico util de acordo

com a 1invengdo, podem citar-se os tampdes de tipo «Tris»



providos de diversos grupos hidroxilo, e nomeadamente a

titulo de exemplos, os tampdes Tris (2-amino-2-
[hidroximetil] -1, 3-propanodiol), Tricina (N-
tris[hidroximetil]metilglicina), TAPS (4dcido N-
tris[hidroximetil]metil-3-aminopropanossulfdénico), TABS

(Acido N-tris[hidroximetil]metil-4-aminobutanossulfdnico),
ou ainda AMPD (2-amino-2-metil-1,3-propanodiol) ou Bis Tris
Propano (1,3-bis[tris (hidroximetil)metilamino]propano),
estes dois Ultimos e o Tris devendo estar associados a um

aminoacido.

Também se podem utilizar igualmente outras
moléculas que possuem um menor numero de grupos hidroxilo,
tais como nomeadamente o AMPSO (&dcido 3-[(1,1-dimetil-2-
hidroximetil)amino]-2-hidroxi-propanossulfénico), a Bicina
(N,N-bis[2-hidroxietil]glicina), o) HEPBS (Acido N-[2-

hidroxietil]piperazina-N'-[4-butanossulfdédnico]).

Entre os tampdes zwiteridnicos enumerados acima,

prefere-se a tricina.

Estes tampdes sdo conhecidos e estdo disponiveis
no mercado. Eles podem por outro lado ser utilizados em

misturas.

A titulo de agente de diminuicdo do caudal, de
entre aqueles gque Jj& se listaram, preferem-se o 1,4-
diaminobutano (DAB) , o) 1,5-diaminopentano, 0 1, 6-

diaminohexano, a dietilenotriamina (DETA) e a N,N,N',N'-



tetrametil-1,4-butanodiamina. Os agentes de diminuicdo de

caudal também podem ser utilizados como misturas.

Em associacdo com a tricina, prefere-se o

cloridrato de 1,4-diaminobutano.

Por amostra, de acordo com a invencdo, entende-se
uma amostra bioldgica que se pretende analisar, isto ¢&,
qualquer ligquido bioldégico contendo gldébulos vermelhos
provindo de pacientes sdos ou de doentes. Deste modo, o0s
liquidos bioldégicos humanos podem ser sangue, normal ou
ndo, lavado, decantado, centrifugado ou total. Para além

disto, o sangue pode ser hemolisado.

Para além das amostras bioldgicas humanas, podem
analisar-se amostras com origem animal. As amostras também
podem ter origem sintética, e o processo da invencdo pode

entdo ter objectivos de controlo de producdo, por exemplo.

Pode diluir-se previamente a amostra com uma
solugcdo de diluicdo que seja apropriada, uma solucéo
hemolisante ou uma solucdo de tampdo da anaédlise, por

exemplo.

0Os processos EC que recorrem as associacdes
tampdo zwiteridénico/agente de diminuicdo da velocidade do
caudal, de acordo com a invencdo, sdo especialmente uteis
para as andlises de sangue e ©para a separacido da

hemoglobina e das suas variantes em amostras humanas.



De acordo com a invencdo, o pH da solucdo de
tampdo de anadlise estd compreendido entre 8 e 11, de

preferéncia entre 8 e 10.

As solucdes de tampdes de andlise de acordo com a
invencdo podem por outro lado incluir pelo menos um
composto que modifique o pH. A titulo de modificador do pH,
pode-se utilizar um composto seleccionado de entre o
hidréxido de litio, o hidrdéxido de sddio, o hidrdédxido de
potéssio, o hidrdéxido de rubidio, o hidrdéxido de césio, o
hidréxido de frédncio, um hidrdéxido de mono-, di-, tri- ou
tetra-alquil-aménio com entre 1 e 8 &tomos de carbono na

parte algquilo.

De acordo com a invencéo, 0s tampdes sao
utilizados nas solucdes de tampdo para andlise, nas
seguintes condig¢bdes e concentracgdes habituais, a saber da

ordem de entre 20 e 500 mM, preferivelmente 100 a 250 mM.

Os agentes de diminuicdo do caudal sido utilizados
nas solucdes de tampdo, em concentracdes compreendidas
entre cerca de 0,01 e 50 mM, preferivelmente entre cerca de

0,10 e 20 mM.

Além disto, a solucdo de tampdo pode incluir um
ou diversos aditivos préprio(s) para modificar a forca

iénica.



Podem citar-se compostos deste tipo, tais como
sais, por exemplo sulfatos, cloretos, bem como as suas

misturas.

A solucdo hemolisante permite levar a cabo a
hemélise dos gldébulos vermelhos que contém a hemoglobina
Ay, bem como as variantes da hemoglobina. Ela também é& ttil
para a diluicdo da amostra antes da anédlise por EC. Ela
pode permitir, consoante a sua composicdo, uma lise total
dos gldébulos vermelhos utilizando uma ligeira movimentacéo

mecénica adicional (vértex, agitacédo, ...).

A solucdo hemolisante inclui um tampdo de andlise
tal como os que Jj& se listaram (tampdes zwiteridnicos), os
aditivos habituais para a lise celular, como por exemplo o
Triton X100 e/ou a saponina, bem como eventualmente outros
aditivos com o objectivo de proporcionarem um efeito
positivo sobre a resolucdo entre determinadas hemoglobinas
proximas. A titulo de exemplo, pode citar-se a solucgédo

hemolisante «Hydragel hemoglobine» da Sébia.

O pH da solucdo hemolisante estard compreendido

entre 8 e 11, preferivelmente entre 8 e 10.

As solucgdes de tampdo da invencdo s&do preparadas
do modo habitual para composicdes de tampdo de analise, a
saber, por adicdo dos constituintes sob forma ligquida, ou
sélida para diluicdo, a um suporte aceitdvel. Do modo

habitual, o suporte é &agua, destilada ou desmineralizada.



Do ponto de vista dos materiais utilizados para
os capilares, eles sdo habituais na electroforese capilar.
Deste modo, podem utilizar-se capilares em silica fundida.
O seu didmetro interno pode variar entre 5 e 2.000 pm. De
um modo preferido, wutilizam-se de acordo com a invencéao
capilares com um didmetro interno inferior a 200 um,
preferivelmente inferior a 100 nm. Utilizam-se de
preferéncia capilares cuja superficie interior ndo ¢é
tratada. O especialista saberéd adaptar a natureza do
capilar bem como as suas dimensdes, as necessidades da

anadlise.

A utilizacéo de capilares nus deste tipo

constitui uma das vantagens da invencé&o.

As hemoglobinas podem ser analisadas a um
comprimento de onda de cerca de 200 nm, no sangue
hemolisado obtido a partir de sangue lavado, decantado ou
centrifugado. No entanto, para evitar interferéncias com as
proteinas plasmaticas, elas s&do preferivelmente analisadas
a um comprimento de onda de cerca de 415 nm, sobre sangue
obtido a partir de sangue lavado, decantado, centrifugado

ou total.

Exemplos

MATERIAL E METODOS



A) Electroforese capilar

Leva-se a cabo a electroforese capilar de
amostras «c¢linicas num aparelho de EC equipado com um
capilar em silica fundida, com um didmetro interno de 25

micron.

Leva-se a cabo a deteccdo sob condicdes dptimas a

cerca de 415 nm.

Colocam-se as amostras num aparelho Capillarys
(SEBIA) e elas sé&do automaticamente injectadas por injeccéo
hidrodindmica. A separacdo das amostras é levada a cabo em
menos de 8 minutos, aplicando um campo eléctrico de cerca
de 550 V/cm. Lava-se o capilar antes de cada anélise, com
soda caustica 0,25 M, e em seguida com a solucdo de tampéo

de andlise.

Tampdes de analise:

Os produtos qguimicos utilizados s&o de grau de

pureza ‘para analise’.

o Prepara-se o tampdo de Tricina 200 mM - 1,4-
diaminobutano 15 mM (A) dissolvendo 35,84 g
de Tricina em cerca de 900 mL de A&gua
desmineralizada, e adicionando a esta
solugdo 2,32 g de cloridrato de 1,4-

diaminobutano (DAR). Ajusta-se o pH a 9,37,



a 22°C utilizando cerca de 38,3 mL de NaOH 5
M e ajusta-se o volume da solucgdo de tampéo
a 1 L com adgua desmineralizada.

Prepara-se o tampdo de Tricina 200 mM - 1,5-
diaminopentano 15 mM (B) dissolvendo 35,84 g
de Tricina em cerca de 900 mL de Aagua
desmineralizada, e adicionando a esta
solugdo 2,62 g de cloridrato de 1,5-
diaminopentano. Ajusta-se o pH a 9,40, a

22°C utilizando cerca de 38,4 mL de NaOH 5 M

e ajusta-se o volume da solucdo de tampdo a
1 L com &gua desmineralizada.

Prepara-se o tampdo de Tricina 200 mM -
dietilenotriamina 20 mM (C) dissolvendo

35,84 g de Tricina em cerca de 900 mL de
dgua desmineralizada, e adicionando a esta
solucdo 2,06 g de dietilenotriamina (DETA).
Ajusta-se o pH a 9,40, a 22°C utilizando
cerca de 32,4 mL de NaOH 5 M e ajusta-se o
volume da solucdo de tampdo a 1 L com &gua
desmineralizada.

Prepara-se o tampdo Tricina 200 mM -
N,N,N',N'-Tetrametil-1,4-butanodiamina 8 mM
(D) dissolvendo 35,84 g de Tricina em cerca
de 900 mL de 4gua desmineralizada, e
adicionando a esta solucdo 1,15 g de
N,N,N',N'-Tetrametil-1,4-butanodiamina.
Ajusta-se o pH a 9,19, a 22°C utilizando

cerca de 34,7 mL de NaOH 5 M e ajusta-se o



volume da solugdo de tampdo a 1 L com &gua

desmineralizada.

B) Amostras clinicas:

Para a EC, dilui-se o sangue humano, decantado ou
centrifugado, a 1/6, na solucdo hemolisante. Esta havia
sido preparada dissolvendo 1,00 g de Triton X100, 2,50 g de
saponina, 3,63 g de Tris em cerca de 900 mL de Aagua
desmineralizada. Ajustava-se o pH a 8,70 & 22°C e ajustava-
se o volume da solucdo a 1 L com &gua desmineralizada. Os
produtos quimicos utilizados sdo de graus de pureza ‘para

andlise’.

Exemplos 1 a 5

Prepara-se uma solucdo de tampdo de andlise

Tricina/DABe2HC]1l tal como se descreveu acima.

Levou-se a cabo a electroforese de acordo com o

método descrito acima, separando um sangue humano.

Exemplo 1: andlise de um sangue humano normal com
HbA a titulo de pico principal, e HbA,, fraccdo menos

importante. (Figura 1)

Exemplo 2: andlise de um sangue humano de um
doente que evidencia uma fraccdo HbA menos forte, uma

fraccdo HbF aumentada, uma fraccdo HbS forte e uma fraccédo



HbA, normal. Trata-se de uma HbS heterozigdtica que origina

a doenca denominada drepanocitose. (Figura 2)

Exemplo 3: anédlise de um sangue humano de um
doente que apresenta uma situacdo heterozigdtica A/C. A
fraccdo HbC sai logo antes da fraccdo HbA,, relativamente a
qual estd bem resolvida. Esta resolugcdo de qualidade
permite quantificar A;, o gque permite por sua vez orientar
o diagnéstico de um caso de [B-talassémia, isto &, em que a

fraccdo HbA, aparece aumentada. (Figura 3)

Exemplo 4: anédlise de um sangue humano dque

apresenta uma situacdo heterozigdbdtica A/E. A fraccdo HDbE

sai logo apbs a fraccdo HbA,, em relacdo a qual ela esté

completamente resolvida. N&o existe portanto qualquer
problema para quantificar HbA, em presenca de HbE. (Figura
4)

Exemplo 5: andlise de uma mistura de um sangue

que apresenta caracteristicas heterozigdticas A/S com um
sangue dque apresenta caracteristicas heterozigdticas A/D
Los Angeles. As fraccdes HbS e HbD estdo parcialmente
resolvidas, o que permite distingui-las uma da outra sem
que seja necessaria mais nenhuma anédlise complementar.

(Figura 5)

Exemplo ©6: andlise de um sangue humano [-
talassémico, isto é, apresentando uma percentagem da funcédo

HbA; aumentada e apresentando uma pequena fraccado HbF.



Preparam-se tal como se descreveu acima quatro

solucdes de tampdes de andlise A, B, C e D.

Levou-se a cabo a electroforese seguindo o método

descrito acima.

A figura 6a) mostra o resultado com o tampdo A
(Tricina/DABe2HC1l). A figura 6b) mostra o resultado com o
tampdo B (Tricina/l,5-diaminopentane2HCl). A figura 6c)
mostra o resultado com o tampdo C (Tricina/DETA). A figura
6d) mostra o resultado com o tampdo D (Tricina/N,N,N',N'-

tetrametil-1, 4-butanodiamina) .

Comparando estas gquatro figuras & possivel
observar-se, em todos 0s casos, uma boa separacdo de cada
uma das fraccgdes, bem como uma boa focagem das pegquenas

fraccdes HDF e HbA;.

Exemplo 7 analise de um sangue humano

apresentando caracteristicas heterozigdticas

drepanocitédrias (HbS/HbA).

Prepararam-se tal como descrito acima quatro
solucdes de tampdes de andlise (A: Tricina/DABe2HC1l; B:
Tricina/1l,5-diaminopentanoce2HC]1; C: Tricina/DETA; D:

Tricina/N,N,N',N'-tetrametil-1,4-butanodiamina) .



Levou-se a cabo a electroforese seguindo o método

descrito acima.
A ordem das figuras corresponde aos tampdes Jé
descritos. Observam-se também nesta situacdo perfis

comparaveis qualquer que seja o tampdo utilizado.
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REIVINDICACOES

1. Processo de separacdo das hemoglobinas em
amostras bioldgicas por electroforese capilar em solucgédo
livre (FSCE), processo este no qual se faz passar a amostra
que contém as hemoglobinas referidas por um capilar
contendo um tampdo de andlise, e que inclua pelo menos um
passo durante o qual se introduz a amostra num tubo capilar
contendo uma solucdo de pelo menos um tampdo de anédlise,
caracterizado por as hemoglobinas serem a hemoglobina A; e
as hemoglobinas C, D, E, S, F e/ou A, e também por o tampdo
ser do tipo zwiteridnico e estar associado a pelo menos um
agente de diminuicdo da velocidade do caudal seleccionado
de entre as diaminas alifdticas, as poliaminas aliféticas,

0s seus derivados e sais aceitéveis; e as suas misturas.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por incluir além disso a separacdo das

hemoglobinas por migracgéao, e a deteccéo destas
hemoglobinas.
3. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou

a 2, caracterizado por a amostra ser uma amostra de sangue,

normal ou n&o, lavado, decantado, centrifugado ou total.

4. Processo de acordo com uma das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizado por a amostra ser uma

amostra de sangue hemolisado.



5. Processo de acordo com uma das
reivindicacdbes 1 a 4, caracterizado por o) tampéado
zwiteridénico ser formado por uma ou por duas moléculas, e
incluir pelo menos uma funcdo amina, pelo menos uma funcéo
acido, e pelo menos uma funcdo hidroxilo em posicdo oposta

a da funcédo acido.

6. Processo de acordo com uma das
reivindicacodes 1 a 5, caracterizado por 0 tampéao
zwiteridénico ser seleccionado de entre a Tricina, o TAPS, o
TABS, o AMPSO, a Bicina ou o HEPBS, ou ser uma associacéao

de Tris, AMPD ou Bis Tris Propano com um aminodcido.

7. Processo de acordo com uma das
reivindicaces 1 a 6, caracterizado por o tampdo ser a

Tricina.

8. Processo de acordo com uma das
reivindicacdes 1 a 7, caracterizado por o referido agente
de diminuicdo da velocidade do caudal ser seleccionado de
entre o 1,3-diaminopropano, o 1,4-diaminobutano, o 1,5-
diaminopentano, o 1,6-diaminohexano, a dietilenotriamina, a
espermina, a N,N'-dimetil-1, 6-hexanediamina, a
tetraetilenopentamina, a N,N',N',N'-tetrametill-1,4-
butanodiamina e 0s seus derivados ou sais aceitéveis, bem

como as suas misturas.

9. Processo de acordo com uma das



reivindicagcbes 1 a 8, caracterizado por o agente de
diminuicdo da velocidade do caudal que se referiu ser
seleccionado entre 0 1,4-diaminobutano, 0 1,5-
diaminopentano, o 1,6-diaminohexano, a dietilenotriamina, a
N,N,N',N'-tetrametil-1,4-butanediamina e 0s seus derivados

ou sals aceitiveis, bem como as suas misturas.

10. Processo de acordo com uma das
reivindicaces 1 a 9, caracterizado por o agente de
diminuicdo da velocidade do caudal gue se referiu ser o

1,4-diaminobutano.

11. Processo de acordo com uma das
reivindicag¢des 1 a 10, caracterizado por o agente de
diminuicdo da velocidade do caudal que se referiu ser o

1,4-diaminobutano sob a forma de cloridrato.

12. Processo de acordo com uma das
reivindicacdes 1 a 11, caracterizado por a concentracdo em
tampdo na solucdo de tampdo estar compreendida entre 20 mM

e 500 mM.

13. Processo de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 12, caracterizado por a concentracdo em
tampdo na solucgdo de tampdo estar compreendida entre 100 mM

e 250 mM.

14. Processo de acordo com uma das

reivindicacdes 1 a 13, caracterizado por a concentracdo em



agente de diminuicdo da velocidade do caudal na solucédo de

tampdo estar compreendida entre 0,01 e 50 mM.

15. Processo de acordo com uma das
reivindicacgdes 1 a 14, caracterizado por a concentracdo em
agente de diminuicdo da velocidade do caudal na solucédo de

tampdo estar compreendida entre 0,10 mM e 20 mM.

lo. Processo de acordo com uma das
reivindicacdes 1 a 15, caracterizado por a solucdo de

tampdo comportar também um modificador de pH.

17. Processo de acordo com a reivindicacédo 16,
caracterizado por o agente modificador do pH ser
seleccionado de entre o hidrdéxido de 1litio, o hidrdéxido de
s6ébdio, o hidréxido de potéssio, o hidrdéxido de rubidio, o
hidréxido de césio, o hidrdéxido de francio, um hidrdéxido de
um mono-, di-, tri- ou tetra-alguil-amdénio contendo entre 1

e 8 adtomos de carbono na sua parte alquilica.

18. Processo de acordo com uma das

reivindicacdes 1, a 17, caracterizado por o capilar ser nu.

19. Processo de acordo com uma das
reivindicacdes 1 a 18, caracterizado por o capilar ser em

silica fundida.

20. Processo de acordo com uma das

reivindicacdes 1 a 19, caracterizado por o pH da solucdo de



tampdo de anédlise estar compreendido entre 8 e 10.

21. Processo de acordo com uma das
reivindicac¢des 1 a 20, caracterizado por a amostra ser
previamente diluida com uma solucdo de diluicdo apropriada,
uma solucdo hemolisante ou uma solucdo de tampdo de

analise.

22. Utilizacdo de um agente de diminuicdo da
velocidade do caudal seleccionado de entre as diaminas
alifdticas, as poliaminas alifédticas, os seus derivados e
0s seus sals aceitédvels, bem como as misturas destes, num
processo de electroforese capilar em solucdo livre, para se
separarem hemoglobinas, em associacdo com pelo menos um
tampdo zwiteridénico numa solucdo de tampdo, sendo as
hemoglobinas a hemoglobina A, e as hemoglobinas C, D, E, S,

F e/ou A.

23. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 22,
na dqual o tampdo zwiteridbnico esteja presente numa
concentracdo de entre cerca de 20 e 500 mM, e o agente de
diminuicdo da velocidade do caudal esteja presente numa

concentracdo de entre cerca de 0,01 a 50 mM.

24. Estojo para anédlise da hemoglobina por
electroforese capilar em solucdo livre, comportando pelo
menos uma solucdo de tampdo de anadlise contendo (1) pelo
menos um tampdo de anédlise do tipo zwiteridnico e (2) pelo

menos um agente de diminuicdo da velocidade do caudal



seleccionado de entre as diaminas alifaticas, as poliaminas
alifdticas, os seus derivados e 0s seus sals aceitéveis,

bem como misturas destes.

25. Estojo para andlise de acordo com a
reivindicacdo 24, caracterizado por comportar além disto um

modificador do pH.

26. Estojo para analise de acordo <com a

reivindicacdo 24 ou a 25, caracterizado por comportar além

disto uma solucdo hemolisante.

Lisboa, 24 de Agosto de 2010.



RESUMO

“Processo de andlise de hemoglobina por
electroforese capilar, estojo para a electroforese
capilar e utilizagdo de um agente de diminuigao do

caudal num tal processo”

A invencéao diz
respeito a um Pprocesso
de electroforese capilar
em solucdo livre com um
pH alcalino para a
analise de amostras
contendo hemoglobina, no
qual se faz passar a
amostra por um capilar
contendo o) tampao de
analise, incluindo pelo

menos um passo no qual s — B T
se introduz a amostra

num tubo capilar

contendo uma solug¢do do 5%

tampédo de analise, won ema
caracterizado por o) HBAR 18

tampédo ser do tipo

zwiteridnico estando

associado a pelo menos
um agente de diminuicédo
do caudal.

Ela diz igualmente
respeito a utilizacdo de
agentes de diminuicdo do

caudal em EC,
associado (s) a pelo
menos um tampao

zwiteridnico, bem como a
um estojo para anadlises
de hemoglobina por
electroforese capilar.
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