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1. Resumo

Introducdo. A eletroforese de proteinas séricas (EFP) € um método laboratorial simples e acessivel,
usado para separar em fracbes e quantificar as proteinas presentes no soro, com base nas suas
cargas elétricas. Em um campo elétrico as proteinas com cargas negativas migram em direcdo a
extremidade positiva (anodo) e se separam de acordo com a carga. No soro humano, podem ser
distinguidos dois grupos de proteinas: albumina e globulinas. A albumina tem maior carga negativa e
por isso percorrera maior distancia. No total, sdo vistas 5 bandas distintas na eletroforese de proteinas:
albumina, alfa 1 globulina, alfa 2 globulina, betaglobulina e gamaglobulina. Uma elevacdo ou
decréscimo de cada uma das cinco bandas identificadas na eletroforese de proteinas caracteriza
padrbes que podem ser relacionados com algumas doencas especificas ou grupos de doencas e,
dessa forma, tornar-se uma ferramenta Gtil para a suspeicao clinica e orientacdo de uma investigacao
diagnodstica. Objetivos. Avaliar a frequéncia das alteracdes encontradas na EFP que geraram
hipéteses ou contribuiram para uma definicdo diagnostica, além de correlacionar as alteracdes
encontradas em cada banda da EFP com uma doenca especifica e dessa forma avaliar potenciais
marcadores diagndsticos ou prognosticos a serem estudados futuramente. Métodos. Serdo avaliados
todos os exames de EFP colhidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto - USP, no periodo de 01/01/2018 a 31/12/2021. A partir dos resultados de EFP, serdo incluidos
pacientes com alteracdo na EFP e idade maior que 18 anos, sendo excluidos os pacientes que nao
tiveram seguimento por no minimo um ano na clinica que solicitou o exame. Os pacientes
selecionados serdo avaliados quanto a dados demograficos, diagndsticos prévios, hipoteses
diagndsticas no momento da solicitacdo da EFP e diagnosticos posteriores, se relacionados com a
realizacdo da EFP. As EFP serédo avaliadas em relagcéo a alteragdes nas formas e na quantificacao
proteica em cada uma das bandas retratadas na EFP. Pretendemos obter 5 grupos de individuos, de

acordo com altera¢cdes em cada uma das 5 bandas da EFP.



2. Introducéao

As proteinas sdo formadas por sequéncias de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas. A
combinacdo e quantidade de aminoacidos em cada molécula de proteina confere a ela um peso e

carga elétrica distintal.

A EFP séricas € um exame laboratorial simples que consiste na separacdo e quantificacdo das
proteinas presentes no soro com base em suas cargas elétricas2. O custo de um exame de EFP é de
R$ 7,40.

O soro humano, rico em proteinas, é colocado sobre um meio de acetato de celulose ou gel de agarose
e é submetido a acdo de um campo elétrico gerado por um polo positivo (anodo) e um polo negativo
(c&todo). As proteinas irdo migrar em direcdo ao anodo, percorrendo distancias diferentes de acordo
com sua carga elétrica e peso molecular. Ap6s coradas, séo visualizadas como 5 bandas distintas:

albumina, alfa 1 globulina, alfa 2 globulina, betaglobulina e gamaglobulina3.

A albumina é aquela que percorrera maior distancia pois € a mais pesada (50-70% do total do peso
do soro) e a com maior carga negativa. A maioria das imunoglobulinas (IgM, IgG, IgD e IgE) estéo
localizadas na regido gamaz.

Anode (+) / \ X —— 5
r T T I l g
Albumin a, a, ] e

= .

Figura 1l Lee AY, Cassar PM, Johnston AM, Adelstein S. Clinical use and interpretation of serum protein electrophoresis and adjunct assays. Br J
Hosp Med (Lond). 2017;78(2):C18-C20.

A EFP pode fornecer varias informacdes Uteis para guiar uma investigacado diagndstica, dependendo
de qual banda se encontrar alterada®.

Cada banda na EFP é composta por um grupo de proteinas, como ilustrado na figura abaixo:
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Figura 2 Seric proteins electrophoresis: clinical interpretation and correlation. Rev. méd. Minas Gerais ;2008; 18(2): 116-122.

Uma elevagdo ou decréscimo notado em cada uma das bandas fornecidas pela EFP pode ser

relacionado com alguma condicao clinica ou grupo de doencas como exemplificado da tabela abaixo2:

B2microglobulina)

ELETROFORESE DIMINUICAO ELEVACAO
v Inflamacao v' Desidratacao
v Desnutricdo/ma absorcéo
ALBUMINA v Sindrome nefrotica
v' Doenca renal
v' Doenca hepatica
v Gravidez
v" Hemodiluicédo
ALFA-1 v Deficiéncia de alfal- v' Tumor hepatico
(alfallipoprteina; antitripsina v Tumor de células germinativas
alfalantitripsina; v' Doenca hepatica v' Gravidez
alfafetoproteina) v’ Estados inflamatérios
ALFA-2 v' Doenca hepatica v Estados inflamatérios
(o2- v' Hemolise v Uso de esteroides
macroglobulina; v' Desnutricao v Insuficiéncia adrenal
haptoglobina; v" Doenca de Wilson v Sindrome nefrética
ceruloprasmina) v Diabetes Mellitus Severa
BETA-1 v Desnutri¢cdo v Deficiéncia de ferro
(transferrina; B1- v' Gravidez
lipoproteina) v Estados inflamatérios
v Hiperlipidemia
BETA-2 v" Consumo de complemento v Estados inflamatérios
(C3;




Beta-Gama v" Doenca hepatica

(fibrinogénio, PCR, v Estados inflamat6rios
IgM, IgA)
Gama (IgG, IgM, v" Imunodeficiéncia humoral v POLICLONAL
IgA, IgD, IgE) hereditaria o infecgéo
v" Doenca renal o inflamacéo
v’ Sepse v" MONOCLONAL
v Infecc¢bes virais o discrasia de células
v" Amiloidose plasmaticas
v Leucemia 1. Mieloma Multiplo
2. Linfoma

3. Macroglobulinemia
de Waldenstrom

O grupo da alfalglobulina, por exemplo, tem seu pico formado predominantemente pela proteina alfal
antitripsina. Sabe-se que a alfalantitripsina é codificada por dois alelos codominantes M e Z. A
homozigose ZZ gera niveis insuficientes de alfa-1-antitripsina e esta relacionada com surgimento de
uma forma progressiva de cirrose hepéatica e enfisema grave na primeira infancia. Dessa forma, em
um caso de suspeicdo diagnostica, a EFP pode ser um método util de triagem e se, identificado que
a fracdo alfa-1 estiver deprimida persistentemente, pode indicar a necessidade de prosseguir

investigacdo com dosagem de alfalantitripsina e teste fenotipico®-.

A fracdo 3 do complemento (C3) migra na banda beta2. Sabemos que a deficiéncia de C3 predispde
a infec¢bes por microrganismos encapsulados e também esta associada a doencas autoimunes.
Dessa forma, a identificacdo de depressdo na banda beta2 pode ajudar no diagndstico precoce de
uma deficiéncia de C3 e pode ser benéfica do ponto de vista de vacinagéo precoce, prevenindo 6bito

por meningococcemia®’.

A avaliacdo da EFP pode diferenciar quadro de inflamacdo aguda de inflamac&o cronica. Na
inflamacédo crénica encontramos diminuicdo leve a moderada da banda de albumina associada a
elevagcao de gamaglobulina e uma alfa 2 globulina normal ou elevada. Enquanto em um quadro de
inflamacgéo aguda ha decréscimo da albumina somado a uma elevagéo da alfa 2 globulina, sendo esse
um resultado inclusive mais confiavel que a dosagem de PCR e VHS pois sofre menos influéncia de

medicacdes®.

Além disso, a interpretacdo da EFP é particularmente util em casos de disturbios de imunoglobulinas,
contemplado na fragdo gama, que compreende as 5 classes de imunoglobulinas — IgG, IgA, IgM, IgD
e IgE. Um decréscimo ou auséncia dessa fracdo (hipogamaglobulinemia e agamaglobulinemia,
respectivamente) sugere uma imunodeficiéncia congénita ou adquirida, na qual a auséncia de um ou
mais classe especifica de anticorpos pode resultar em infec¢gdes frequentes, eventualmente fatais. De

outro lado, um aumento policlonal dessa fracao, representado por uma curva de base alargada, remete



a uma resposta imunoldgica simultanea a determinado estimulo antigénico, seja ele inflamatorio,

imune ou infecciosos.

Ja um pico monoclonal da fracdo gama, representado por uma curva de base estreita e anormalmente
elevada, remete a producdo de imunoglobulinas por um uUnico clone plasmocitario produtor de uma
classe especifica de imunoglobulina e sugere entidades clinicas como mieloma multiplo, gamopatia
monoclonal de significado indeterminado, macroglobulinemia de Waldenstrom, dentre outros. Além de
propiciar suspeicdo diagndstica em casos assintomaticos, corroborar o diagndstico em casos
sintomaticos que apresentam queixa clinica de fadiga e dor 0ssea, além de evidéncia radiografica de
fraturas e lesdes liticas, a eletroforese de proteinas também é um exame util para acompanhamento

de reposta ao tratamento38°,



3. Justificativa

A EFP é um exame barato, de facil execucao e acessivel, que pode prover informacdes Uteis para a
suspeicdo de doencas, indicando a necessidade de realizacdo de outros testes ou corroborando
diagnosticos. Dessa forma, consiste em uma ferramenta bastante Gtil na prética clinica. N&o dispomos
de dados sobre a relevancia, em termos de contribuicdo para diagnosticos, da EFP séricas em
hospitais gerais. Suspeitamos de que, devido ao seu baixo custo e a quantidade de informacdes que
traz, uma avaliacdo da frequéncia em que o exame contribui para os diversos diagnosticos é de

interesse em termos médicos gerais e de economia em saude.



4. Objetivos
- Principal:

- Avaliar a frequéncia de alteragbes na EFP que resultou em hipétese ou contribuiu para definigcdo
diagnostica

- Secundarios:
- Avaliar a frequéncia de resultados alterados nas EFP realizadas em um hospital terciario

- Avaliar quais bandas mais frequentemente resultaram alteradas e as quais doencas se relacionaram

as alteracbes

- Buscar padrdes de alteragdes na EFP, reconhecidos ou inéditos, que podem se tornar biomarcadores

de diagndstico ou prognéstico em futuros estudos



5. Pacientes e métodos
5.1 — Delineamento e populacéo do estudo

Trata-se de uma coorte retrospectiva. Serdo avaliados todos os exames de EFP colhidos no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, no periodo de 01/01/2018 a
31/12/2021.

A partir dos exames realizados, seréo eleitos para o estudo os pacientes que tiverem resultados
alterados da EFP. Assim, os critérios de inclusédo no estudo serdo: a presenca de alteragdes no exame
de EFP e idade maior que 18 anos. Serdo excluidos pacientes que nado tiveram seguimento por no

minimo um ano na clinica que solicitou o exame.

As informacgdes que serdo coletadas dos prontuérios médicos na instituicdo estdo na Ficha de coleta
de dados (ANEXO A) e tém como marco temporal o momento da solicitacdo da EFP. Com relacdo a
EFP serdo avaliadas alteracdes nas formas e na quantificacdo proteica em cada uma das bandas
retratadas na EFP. Pretendemos obter 5 grupos de individuos, de acordo com alteracbes em cada
uma das 5 bandas da EFP (Figura 1). Se houver numero suficiente de individuos por grupo,
precederemos a nova subdivisdo, levando em conta elevacéo ou diminuicdo da concentracao proteica
em cada banda. Para cada grupo (ou subgrupo), serdo anotadas as hipoteses diagndsticas e os
diagnésticos definitivos, bem como se o exame de EFP contribuiu para hipotese e definicao
diagndstica.
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Figura 1: Fluxograma do estudo




5.2 - Analise estatistica:

Variaveis categoricas serdo expressas em numeros absolutos e percentagens. Variaveis continuas
serdo apresentadas por medida central e medida de disperséo, a depender da natureza de suas
distribuicbes. O teste exato de Fisher serd utilizado para comparacdo das frequéncias de variaveis
categoricas; caso haja mais de um grupo em comparacgao, procederemos ao teste do Qui-quadrado.
Se as variaveis continuas tiverem distribuicdo normal, precederemos aos testes T de Student ou
ANOVA; se diferente da normal, aos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. O valor de p<0,05

sera utilizado para significancia estatistica.

5.3 - Aspectos éticos:

O presente projeto sera submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.

Este estudo terd como metodologia andlise de prontuéarios. Por esse motivo, sera solicitada ao CEP a

dispensa da aplicacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para todos os pacientes selecionados nao havera risco, dano, limitacdo ou comprometimento do
tratamento caso esse ainda seja realizado nesta instituicdo. Ha o risco minimo de vazamento de
dados, porém com o objetivo de minimizar esse risco os dados obtidos dos prontuarios serao sigilosos

e cada paciente recebera um codigo alfanumérico, garantindo o anonimato.



6. Orcamento

Material Consumivel

Item Descricao Quantidade Preco Total (R$)
Unitario R($)

Caneta esferografica azul 04 R$ 1,50 R$ 6,00

Caneta esferografica vermelha | 02 R$ 1,50 R$ 3,00

Caneta marca texto 02 R$ 9,90 R$ 19,80

Caderno pautado 200 fls 01 R$ 15,10 R$ 15,10

Impressao 20 R$ 0,50 R$ 10,00

TOTAL R$ 53,90

Fonte: Financiamento préprio




7. Cronograma

Este projeto seré realizado em 9 meses, sendo as etapas distribuidas da seguinte forma:

4° Trimestre de | Apreciacdo pelo CEP.
2022

Coleta de dados.

1° Trimestre de L
Analise dos resultados.

2023

2° Trimestre de | Andlise dos resultados.
2023 Preparacdo de manuscritos.
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ANEXO A - Ficha de coleta de dados

Nome: Registro:
DN:__/ [/ Idade:_ Sexo:oM oF  Raga: o Caucasiana o Negra o Mulata o Amarela
1° Atendimento:_ / [/ Tempo de Sintomas:

Data da coletada EFP:__ /| /

DIAGNOSTICOS PREVIOS

o Doencas hepaticas:

o Doencas renais:

o Doencas pulmonares:

o Doencgas Cardiovasculares:

o Doencas Hematoldgicas:

o Doencas neuroldgicas:

o Doencas enddcrinas:

o Doencgas reumaticas autoimunes:

o Diabetes mellitus
o Dislipidemia:
o SIDA

o Outras imunodeficiéncias:

TRATAMENTOS ATUAIS

o Anti-hipertensivos o Hipolipemiantes

o Hipoglicemiantes o Corticosteroides (dose anti-inflamatoéria) o Levotiroxina
o Corticosteroides (dose imunossupressora) o Imunoglobuilina o TARV

o Antibiéticos o Antifungicos o Outros

HIPOTESES DIAGNOSTICAS ATUAIS (da coleta da EFP):

ELETROFORESE DE PROTEINAS

o Albumina o Alfa1 o Alfa 2 o Beta o Gama

o Presenca de anormalidades da curva (pico, duplicidade):

DIAGNOSTICOS FINAIS:
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Parecer

O projeto AVALIACAO DA ELETROFORESE DE PROTEINAS COMO
FERRAMENTE DIAGNOSTICA EM HOSPITAL TERCIARIO, trata-se de um projeto bem
justificado, de relevancia cientifica e para a organizacdo do servico de reumatologia.
A equipe executora ¢ qualificada para a execu¢do do mesmo, e o cronograma ¢ factivel de ser
executado dentro do prazo do mestrado profissional. Pelos aspectos mencionados, meu parecer ¢
favoravel.

Sobre os aspectos éticos, no momento da submissdo ao comité de ética, recomendo
acrescentar que ha o risco de vazamento de dados (como em qualquer estudo),
descrevendo o que os pesquisadores irdo fazer para minimizar este risco.

drcello Fortes Furtado

Parecerista
Membro da CCP do Programa de P6s-Graduagdo
Mestrado Profissional em Medicina FMRP-USP

Programa de Mestrado Profissional em Medicina FMRP-USP ppgmpmedicina@fmrp.usp.br 3602-2164




