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ocorrer hiperpigmentacdo da pele, artrite, cardiopatia, cirro-
se hepédtica, diabete mellitus, hipotiroidismo e, em casos mais
raros, carcinoma hepatocelular.® Os sintomas clinicos apre-
sentam-se mais evidentes apds a quarta década de vida, sen-
do, antes disso, bastante heterogéneos, fato que dificulta o
diagndstico precoce da doenca

O gene da hemocromatose hereditéria (HFE) esta loca-
lizado no braco curto do cromossomo 6, associado ao com-
plexo de histocompatibilidade.* A funcéo da proteina produ-
zida pelo gene HFE ainda € objeto de estudo e existem evi-
déncias de que seja responsavel por parte dos mecanismos
de regulacéo dos niveis de ferro no organismo.®

Doais tipos de mutagdo no gene HFE séo freqlientemente
relatados, C282Y e H63D. A mutacdo C282Y caracteriza-se
por apresentar transicéo de G para A no nucleotideo 845 do
gene, substituindo uma tirosina por uma cisteina no amino-
acido 282 da proteina, com frequéncia aélica, na populagdo
caucasiana, de 5% a 10%. A mutagcdo H63D é originada pela
transversdo de C para G no nucleotideo 187, determinando a
substituicdo de &cido aspartico por histidina no aminoacido
63, frequéncia alélica de 16% na populacdo européia e com
expressdo fenotipica branda.?® A expressdo fenotipica pode
ser influenciada também por fatores ambientais e epige-
néticos que interferem no metabolismo do ferro e no curso
clinico da doenca. O nimero reduzido de doentes frente a
elevada frequéncia dos mutantes sugere hipotese de pene-
trancia incompleta para o gene.

A freqiiéncia dos mutantes C282Y e H63D ainda € alvo
de estudos na populacéo brasileira, porém sabe-se que eles
estdo presentes em 2/3 dos pacientes brasileiros com hemo-
cromatose hereditéria, indicando, provavelmente, outras mu-
tacBes no gene HFE ou que outros genes possam estar en-
volvidos na regulacgo metabdlica do ferro.

Nesse nimero da Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia encontramos uma importante contribuicdo para
o entendimento das manifestacdes clinicas da sobrecarga de
ferro associada aos mutantes mais freqientes do gene HFE,
incluindo-se o S65C, em que foram estudados cinquenta in-
dividuos com sobrecarga de ferro, constatada por métodos
usuais, e os mutantes rastreados por PCR. A avaliagao de
interferentes ambientais e genéticos evidencia a importancia
e cuidado dessa conduta na suspeita diagnéstica de hemo-
cromatose hereditéria e confirmam os dados da literatura in-
ternacional quanto a fregiiéncia do mutante C282Y e sua im-
portancia na gravidade da hemocromatose hereditaria. Os
resultados obtidos com a andlise molecular desses mutantes
possibilitam a exclusdo de falso-positivos e/ou falso-negati-
vos decorrentes de outras condicBes ambientais.

Individuos com hemocromatose hereditaria apresen-
tam notada predisposicdo a certas infec¢es causadas por
patdgenos como Vibrio vulnificus, Listeria e virus da hepa-
tite C.° Mecanismos causadores de prejuizos no metabolis-
mo de ferro podem estar envolvidos na suscetibilidade a in-
feccOes bacterianas decorrentes de Vibrio vulnificus. Muta-
¢des no gene HFE podem interferir no progndéstico de doen-
¢as hepaticas em pacientes com hepatite crénica; além disso,
pacientes com hemocromatose hereditaria associada a hepa-
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tite C parecem ter uma maior sobrecarga de ferro, apresentan-
do riscos no desenvolvimento de fibrose. O melhor conheci-
mento sobre a hemocromatose hereditaria no Brasil permitira
uma instituicdo de tratamento precoce, prevenindo compli-
cacoes.
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Conjugacédo de controle isotipico para
citometria de fluxo

Conjugation of isotypic control for flow
cytometry

Juliana Pereira

Um artigo de Golim et al publicado neste fasciculo da
Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia aborda um
tema extremamente controverso na literatura — o uso do con-
trole isotipico em citometria de fluxo. Por outro lado € um
incentivo ao investimento em pesquisa e consegiiente cons-
trucdo de possibilidades de geracdo de conhecimento e de-
senvolvimento na &rea das ciéncias médicas no Brasil.
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A padronizacdo in house da conjugacéo e validacao
do controle isotipico (Cl) 1gG1-FITC estimula e evidencia o
potencial do nosso pais na producdo de tecnologia, redu-
zindo custos sem perda de qualidade. E nos recupera a me-
méria 0 enorme potencial dos pesquisadores nacionais na
area das ciéncias médicas, que freguientemente ficam isola-
dos nas Universidades por falta de oportunidades de in-
vestimento.

Durante a leitura deste artigo, vérios leitores certamen-
te irdo perguntar se a metodologia empregada sera levada a
prética comercia ou ficara guardada nos arquivos da teoria,
mesmo tendo sido demonstrado preliminarmente que o con-
trole isotipico produzido por Golim et al. demonstrou ser
superior aos reagentes comerciais.

Basicamente, o controle isotipico é definido como quan-
tidade minima ou irrelevante de anticorpo (Ac) de mesma
classe da imunoglobulina (Ig) do Ac alvo utilizado no painel
em CMF. Funciona como controle negativo, revelando a
fluorescéncia basal emitida pela célula alvo marcada com
anticorpo ndo especifico a nenhuma proteina desta célula.
Desta forma, a principal fungdo do controle isotipico € permi-
tir a quem executa o procedimento padronizar o limite acima
do qual os sinais de fluorescéncia serdo interpretados como
positivos ou verdadeiros e ndo apenas "ligagcdes ndo especi-
ficas".

Entretanto, o Cl ndo € um controle negativo perfeito,
devido a variabilidade durante a purificacéo do Ac e da con-
jugacdo dos fluorocromos entre os diferentes lotes e fabri-
cantes. ldealmente, a subclasse, a relacédo fluorocromo/pro-
teina e a concentragdo do anticorpo isotipico e do anticorpo
teste devem ser respeitadas, dificultando seu uso na pratica
laboratorial. Por outro lado, na execucao de um painel de
marcadores de superficie para leucemia ou linfoma, para cada
anticorpo monoclonal (AcMo) utilizado deve haver um con-
trole isotipico correspondente de mesma subclasse de Ig,
mesma relacdo F/P e mesma fluorescéncia, o que raramente
ocorre no laboratério clinico.

Estas limitaces devem ser conhecidas e relevadas
durante o uso do controle isotipico. Para alguns autores, em
muitos casos, 0 uso do controle isotipico pode ser preterido
devido a presenca de um controle negativo em um dos tubos
do painel, o que ndo é incorreto quando a populagdo positi-
va de interesse é claramente separada da negativa. Neste
caso, a populagdo negativa pode ser usada como ponto discri-
minante entre células positivas e negativas, sem interferir na
porcentagem de células positivas, além da reducéo de custo
dos testes.

Outros autores advogam ser imprescindivel o uso de
Cl na formacdo de laboratoristas em citometria de fluxo, na
implantacdo de novos laboratérios de citometria e durante a
avaliagcdo de novos AcMos e novas técnicas. Assim como
em procedimento de imunofenotipagem por citometria de flu-
x0 de leucemia e linfoma. Neste caso, o Cl fornece e ementos
indicativos de integridade, de forma que a presenca de alto
nivel de ligacdo nao especifica identificada pelo controle
isotipico denuncia interferéncias graves na interpretacéo dos
resultados.
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Durante a pesquisa de antigeno expresso em baixa den-
sidade em que ndo ha clara separacdo entre populacéo posi-
tiva e negativa, o controle isotipico também é Util. Apesar de
ndo garantir a estimativa exata da porcentagem de células
positivas, contribui para estabelecer confianga de que a po-
pulacdo positiva realmente expressa 0 antigeno pesquisado.

Da mesma forma, na marcagao intracelular € apropri-
ado o uso de controle isotipico para monitorar os efeitos
do procedimento de fixacdo, permeabilizacdo e lavagem
sobre a autofluorescéncia e ligacdes de anticorpos néo
especificas.

Em resumo, tradicionalmente o control eisotipico é usa-
do para estimar o nimero de células que reagem de forma
nado especifica com o anticorpo investigado. Entretanto, com
0 advento dos AcMo diretamente conjugados e da andlise
multiparamétrica se reduziu a necessidade do uso de um
tubo de controle negativo. Alguns consensos em citometria
de fluxo recomendam que o uso do controle isotipico éirrele-
vante e potencialmente fator de erro ou de confusao na
pesquisa de antigenos de superficie por citometria de fluxo.

Ao lado de todas as consideracbes acima, o artigo de
Golim et al, que relata a padronizacdo de uma técnica de
conjugacdo de controle isotipico com resultados superiores
comparativamente aos reagentes comerciais, € de fundamen-
tal importéncia para todos os que trabalham com citometria
de fluxo e estdo em busca de reducdo de custo preservando
aqualidade. E importante para o do ponto de vista tecnol égico
e ndo deve ser esquecida, mas, outrossim, divulgada e leva-
da adiante pelos autores e outros pesquisadores de interes-
se comum.
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